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RESUMO

A dor neuropatica é um tipo de dor cronica, em que ocorre lesdo no sistema nervoso
somatossensorial e é dificil de ser tratada. Um sistema de liberagéo controlada pode
alterar os parametros farmacocinéticos da substancia, reduzindo os efeitos
colaterais, aumentando adesao ao tratamento. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi obter e caracterizar nanoparticulas poliméricas com pregabalina (PG),
além de verificar sua farmacocinética, seu potencial de nocicepcdo e o efeito
colateral (sonoléncia) desta formulacdo. Para isso, as nanoparticulas poliméricas
com PG foram desenvolvidas utilizando-se o método de geleificacdo ionotropica,
entre quitosana e ftalato de hidroxipropilmetilcelulose. As particulas apresentaram
um tamanho médio de 432 nm, com boa homogeneidade no tamanho das particulas
forma esférica, o potencial zeta médio de +19,0 mV e o pH médio de 5,7. A
formulacéo apresentou taxa de associagcao de aproximadamente 44%. Os testes de
difracdo de raios-X, termogravimetria e calorimetria exploratoria diferencial
sugeriram a formacdo das nanoparticulas poliméricas com PG. O teste de
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier confirmou a forma
de interacdo das nanoparticulas. Para a avaliacdo da farmacocinética, do efeito
antinociceptivo, coordenacdo motora, comportamento locomotor e efeito colateral
foram utilizados ratos Wistar machos (220-250 g), divididos em 4 grupos:
nanoparticula polimérica com PG (NP PG), PG, nanoparticula vazia (NP VAZ) e
agua ultrapura (AGUA), e receberam as substancias por via oral, em dose tnica (10
mg/Kg). Para o calculo dos parametros farmacocinéticos, as concentracdes
plasmaticas foram determinadas por UPLC-MS/MS. A NP PG apresentou aumento
no volume de distribuicdo e no clearance comparada a PG. Para a avaliacdo do
efeito antinociceptivo, os animais passaram pela inducéo da dor neuropatica atraves
da constricdo crénica do nervo ciatico (CCl) na pata direita e receberam as
substancias no 14° dia apés a CCIl e a alodinia mecanica foi testada apenas na pata
direita antes da CCl e no 14° dia: antes da administragao das substancias, 1, 2:15,
4, 8, 24, 48 e 72 h apbs a administracdo das substancias. Quando comparamos 0s
grupos CCI-PG e CCI-NP PG com CCI-AGUA o grupo CCI-PG apresentou efeito
antinociceptivoem 1 a 8 h e o grupo CCI-NP PG em 1 a 48 h, apds a administracao

das substancias. Quando comparamos CCI-NP PG com CCI-PG, o perfil



antinociceptivo dos grupos so diferiu no tempo de 48 horas apds a administracao
das substancias, mostrando que a NP PG ainda mantia o efeito positivo em reducéo
da nocicepgéao. Os resultados do rota-rod mostraram que nenhuma das substancias
ocasionou déficit motor em nenhum dos tempos testados. Os resultados do campo
aberto mostraram o mesmo perfil de reducéo de exploracéo ao longo do tempo, com
todas as substéancias administradas. Os resultados da sonoléncia demonstraram
que tanto o grupo PG quanto o NP PG apresentaram efeitos sedativos, quando
comparados com os grupos AGUA e NP VAZ; com duragio do efeito sedativo da
NP PG significativamente menor que da PG. Assim, a administracao de PG através
de nanoparticulas poliméricas apresentou prolongamento do efeito antinociceptivo,

maior tempo de permanéncia no organismo e redugéo de efeitos colaterais.

Palavras-chave: Tratamento da dor neuropatica. Neuropatia. Estudo pré-clinico.
Nanoparticula polimérica. Quitosana. Farmacocinética da

pregabalina.



ABSTRACT

Neuropathic pain is a type of chronic pain, in which damage occurs to the
somatosensory nervous system and is difficult to treat. A controlled release system
can change the pharmacokinetic parameters of the substance, reducing side effects
and increasing adherence to treatment. Thus, the aim of this work was to obtain and
characterize polymeric nanoparticles with pregabalin (PG), and to verify its
pharmacokinetics, nociception potential and side effect (drowsiness) of this
formulation. For this, polymeric nanoparticles with PG were developed using the
ionotropic gelling method, between chitosan and hydroxypropylmethylcellulose
phthalate. The particles showed an average patrticle size of 432 nm, with good
homogeneity in particle size spherical shape, the average zeta potential of +19.0 mV
and the average pH of 5.7. The formulation showed an association rate of
approximately 44%. X-ray diffraction, thermogravimetry and differential exploratory
calorimetry tests suggested the formation of the polymeric nanoparticles with PG.
The Fourier transform infrared spectroscopy test confirmed the interaction form of
the nanoparticles. For the evaluation of pharmacokinetics, antinociceptive effect,
motor coordination, locomotor behavior and side effect, male Wistar rats (220-250
g) were used and divided into 4 groups: polymeric nanoparticle with PG (NP PG),
PG, empty nanoparticle (NP VAZ) and ultrapure water (WATER), and received the
substances orally, in a single dose (10 mg/Kg). To calculate the pharmacokinetic
parameters, plasma concentrations were determined by UPLC-MS/MS. PG NP
showed increased volume of distribution and clearance compared to PG. To
evaluate the antinociceptive effect, the animals underwent induction of neuropathic
pain by chronic sciatic nerve constriction (CCI) in the right paw and received the
substances on day 14 after CCl and mechanical allodynia was tested only in the
right paw before CCIl and on day 14: before administration of the substances, 1, 2:15,
4, 8, 24, 48 and 72 h after administration of the substances. When we compared the
CCI-PG and CCI-NP PG groups with CCI-WATER, the CCI-PG group showed an
antinociceptive effect at 1 to 8 h and the CCI-NP PG group at 1 to 48 h after the
administration of the substances. When we compared CCI-NP PG with CCI-PG, the
antinociceptive profile of the groups only differed at 48 h after the administration of
the substances, showing that NP PG still maintained the positive effect in reducing

nociception. The results of the rota-rod showed that none of the substances caused



motor deficit in any of the tested times. The results of the open field showed the
same profile of reduced exploration over time with all substances administered. The
drowsiness results showed that both the PG and NP PG groups showed sedative
effects, when compared to the WATER and NP VAZ groups; with the duration of the
sedative effect of NP PG significantly shorter than that of PG. Thus, the
administration of PG through polymeric nanoparticles showed prolongation of the
antinociceptive effect, longer duration of stay in the body and reduction of side
effects.

Keywords: Treatment of neuropathic pain. Neuropathy. Preclinical study. Polymeric

nanoparticle. Chitosan. Pharmacokinetics of pregabalin.
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1 INTRODUCAO

A dor neuropatica geralmente € uma condicdo cronica, onde caracteriza-se
duracdo igual ou superior a 3 meses ou aparecimento de quadros dolorosos
recorrentes, ocasionada por lesdo ou doenca no sistema nervoso somatossensorial,
gue desencadeiam sintomas como diminui¢éo ou perda de sensibilidade, resposta
dolorosa aumentada frente a um estimulo doloroso (hiperalgesia) ou resposta
dolorosa frente a um estimulo geralmente ndo doloroso (alodinia). A ocorréncia
deste tipo de dor afeta até 10% da populacdo mundial. Recentemente, esta
patologia foi inserida na Classificacdo Internacional de Doencas e Problemas de
Saude (CID) da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como pertencente a
categoria CID-11 (SCHOLZ et al., 2019).

Dor neuropatica é frequentemente observada em pacientes com cancer,
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS, do inglés acquired
immunodeficiency syndrome), diabetes persistente, sindrome do disco lombar,
infeccdo por herpes, lesdo traumatica da medula espinhal, esclerose multipla,
acidente vascular cerebral e pds-cirurgia (toracotomia, herniorrafia, mastectomia,
esternotomia) (ANDERSON et al., 2019; DIPIERRO; SETTEMBRE, 2013; GIBBS et
al., 2019; PAPAGIANNI; METALLIDIS; TZIOMALOS, 2018; PERKINS; KEHLET,
2000; SCOTT et al., 2019; WASAN et al., 2019; WATSON; SANDRONI, 2016).

Devido a complexidade e cronicidade, o tratamento farmacolégico
preconizado para este tipo de dor ocorre pela utilizacdo de coanalgésicos, como 0s
antidepressivos e os anticonvulsivantes, conforme relatado por Dworkin et al.
(2007). Com a insercdo da dor neuropatica crénica no CID-11, facilitou-se a
codificagdo de disturbios dolorosos dentro da categoria de tratamento mais
adequada da classificacdo (SCHOLZ et al., 2019). No entanto, a dor neuropatica é
dificil de ser tratada, principalmente devido a auséncia de efetividade e limitacdo
dos tratamentos disponiveis, além de efeitos colaterais e tolerancia aos
medicamentos, que afetam negativamente a qualidade de vida dos pacientes
(BOYLE et al., 2012; COHEN; MAO, 2014; ZILLIOX, 2017).

A pregabalina (PG) € um dos medicamentos de primeira escolha para o

tratamento da dor neuropética, segundo Cavalli et al. (2019). As orientacdes
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sugerem que o tratamento da dor neuropéatica com PG pode ser iniciado com a dose
de 150 mg ao dia, conforme relatado por Moore et al. (2009), e que existe correlacéo
dose-resposta significativa, ou seja, a dor neuropatica responde melhor com o
aumento da dose de PG, de acordo com Serpell et al. (2017). No entanto, as
evidéncias sugerem que doses menores (50-75 mg/dia) sdo preferidas, ja que
fornecem eficacia aceitavel e boa tolerancia, principalmente em decorréncia da
ampla gama de efeitos colaterais. Sonoléncia, tontura e perda de cogni¢céo séo os
efeitos colaterais mais comuns observados em pacientes em uso de PG (DWORKIN
et al., 2007; KAMBLE et al., 2017). Ainda, foi observado que cerca de 15% dos
pacientes que estavam usando PG para tratamento dor neuropatica, mesmo com
doses aceitaveis, abandonam o tratamento em decorréncia dos efeitos colaterais
(ECHTERHOFF, 2012; MOORE et al., 2009).

No intuito de minimizar os efeitos colaterais, diminuir a toxicidade e reduzir
as terapias falhas, surgiram os sistemas de liberacdo modificada de farmacos,
conforme os estudos de Shargel, Wu-Pong e Yu (2012). Especialmente os
baseados em nanotecnologia, que apresentam vantagens como maior
biodistribuicdo no Sistema Nervoso Central (SNC), consideravel aumento na
biodisponibilidade ou alteracdo na distribuicdo corporal, possibilitando a reducéo de
dose e diminuicao de efeitos adversos (ARACHCHIGE; RESHETNYAK; ANDREEYV,
2015; KREUTER, 2014).

Dessa forma, a nossa hipétese foi desenvolver uma formulagdo de
nanoparticula polimérica contendo PG, que prolongasse a duracdo do efeito
antinociceptivo, melhorando a percep¢do da nocicepcdo, sem causar efeitos

indesejados, em modelo de constrigdo crénica do nervo ciatico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo geral a proposi¢cdo de nova forma

farmacéutica (nanoparticula polimérica) contendo pregabalina para um tratamento

mais eficaz, com prolongamento de efeito e reducdo de efeitos colaterais para

nocicepc¢ao induzida experimentalmente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter e caracterizar a formulacdo de nanoparticulas poliméricas com
pregabalina, desenvolvidas neste trabalho;

Determinar os parametros farmacocinéticos das nanoparticulas
poliméricas com pregabalina em ratos;

Avaliar o efeito antinociceptivo das nanoparticulas polimérica com
pregabalina na dor neuropatica crbnica induzida por constricdo crbnica
do nervo ciatico in vivo;

Investigar os principais efeitos colaterais das nanoparticulas
poliméricas com pregabalina em ratos;

Desenvolver e validar métodos analiticos para quantificacdo de

pregabalina em plasma e em formulacgéo.
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3 REFERENCIAL TEORICO - PREGABALINA (PG)

Segundo as diretrizes farmacoldgicas para o tratamento da dor neuropética,
a pregabalina é um dos medicamentos de primeira escolha para o tratamento da
dor neuropética (FINNERUP et al., 2015). A PG é comercializada como S-
enantiobmero farmacologicamente ativo do acido 3-aminometil-5-metilhexandico
(FIGURA 1). Além disso, a PG é um composto analogo estrutural do 4cido gama-
aminobutirico (GABA), com propriedades anticonvulsivantes, anti-hiperalgésicas e
ansioliticas, de acordo com Aydogan et al. (2014). A PG Possui peso molecular de
159,22 g/mol e é bastante soluvel em agua (PUBCHEM, 2005). De acordo com o
Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB), a PG é um composto de classe |,
com alta solubilidade e alta permeabilidade (QIN et al., 2018).

Figura 1 - Formula estrutural da pregabalina

NH->
H O

OH

Fonte: Pubchem (2005).

A PG é comercializada desde 2004 pela Pfizer®, na forma de comprimido
de liberag&o imediata, com dose diaria recomendada de 150 a 600 mg, dividida em
2 ou 3 administracdes (DWORKIN et al., 2007). Este medicamento foi aprovado pela
agéncia reguladora dos Estados Unidos (U. S. Food and Drug Administration — FDA)
para o tratamento de fibromialgia, neuropatia diabética periférica, dor ocasionada
pela injuria da medula espinhal, dor neuropatica pos-herpética e adjuvante no
tratamento de crises epilépticas (FDA, 2004; VINIK, CASELLINI, NEVORET, 2018).

3.1 MECANISMO DE ACAO DA PG

Embora a PG seja semelhante estruturalmente ao GABA, nao foram
encontrados relatos da mesma ser metabolizada em GABA e também nao

apresenta afinidade de ligagao direta para os receptores GABA. No entanto, doses
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mais elevadas de PG podem aumentar o conteido neuronal de GABA, através do
aumento da atividade da enzima acido glutamico descarboxilase, resultando em
diminuicdo de excitabilidade neuronal (BRAWEK et al., 2009; LANNEAU et al.,
2001; TAYLOR; ANGELOTTI; FAUMAN, 2007; WASZKIELEWICZ et al., 2011).

O farmaco se liga com grande afinidade e especificidade as proteinas alfa-
2-delta-1 do canal para célcio dependente de voltagem no SNC, inibindo sua
expressdo funcional, com concomitante inibicdo do influxo de célcio, ndo liberando
entdo neurotransmissores excitatdrios como glutamato, substancia P, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (PRGC), noradrenalina, serotonina e dopamina
na fenda sinaptica (DAVIES et al., 2007; FIELD et al., 2001; GAJRAJ, 2007;
PERRET; LUO, 2009; VARTANIAN et al., 2006).

Ainda, a PG aumenta a atividade do transportador da recaptura de
glutamato neuronal tipo 3, diminuindo as respostas glutamatérgicas. Tem ainda sido
relatado que a PG abre os canais para potassio sensiveis ao trifosfato de adenosina
(ATP) (Katp), produzindo efeitos antinociceptivos, pela redugédo da excitabilidade
neuronal, inibindo a liberacdo de diferentes neurotransmissores, incluindo
substancia P na medula espinhal (RYU et al., 2012; SOARES et al., 2000).

Além disso, a PG exerce efeitos benéficos sobre o alivio da dor neuropatica
através da mediacéo de acdes anti-inflamatdrias, incluindo a diminuicéo de citocinas
pré-inflamatérias induzidas pela ativacao de fator nuclear kappa beta (NF-kp),
suprime a producao excessiva de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) nos ganglios
da raiz dorsal da medula, diminui a liberacdo de neuropeptideos como substancia
P e PRGC, inibe a expressdo da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2), além de
suprimir outros componentes imunes que tem impacto sobre a neuropatia periférica,
como a atividade de células natural killer ativadas e a proliferacéo de linfocitos que
acompanham a lesdo cronica no nervo (FEHRENBACHER; TAYLOR; VASKO,
2003; JANG et al., 2012; KREMER et. al., 2016; PARK et al., 2008).

Quando ocorre uma leséo nervosa, as fibras aferentes nociceptivas do tipo
A delta danificadas e nédo danificadas podem gerar potenciais de acdo espontaneos,
ocasionando a sensibilizagdo da resposta nociceptiva do SNC, mais
especificamente no corno dorsal da medula espinhal. A PG também apresenta acéo
sobre essa sensibilizacdo do SNC, ja que € capaz de reduzir a hiperatividade do

impulso nociceptivo no corno dorsal da medula espinhal, pela reducéo da liberacéo
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de aminoacidos (ex: aspartato e glutamato) neste local (CODERRE et al., 2005;
DING et al., 2014; LATREMOLIERE; WOOLF, 2009).

Somado a isso, existem evidéncias de que os gabapentinoides, utilizados de
forma aguda, podem recrutar a via descendente noradrenérgica que se origina do
locus coeruleus, fazendo com que ocorra um aumento dos niveis extracelulares da
medula espinhal de noradrenalina, provavelmente decorrente da diminuicdo da
atividade GABAérgica dependente de pKa e do aumento dos niveis glutamatérgicos
no locus coeruleus, fazendo com que ocorra inibicdo da nocicepgao na medula
espinhal. No entanto, ndo se sabe se esse mecanismo é ativado em tratamentos
prolongados (SUTO; EISENACH; HAYASHIDA, 2014; SUTO et al, 2014
YOSHIZUMI et al., 2012).

Ainda, a PG pode aumentar a liberacéo de 6xido nitrico, o que pode aumentar
a liberacdo de opioides enddgenos, que sdo moduladores descendentes de O6xido
nitrico, para atenuar a dor neuropatica em ratos submetidos a CCIl, como mostrado
no estudo proposto por Verma et al. (2019). Sabe-se que os sistemas opioides e
canabinoides séo interdependentes e que o sistema endocanabinoide desempenha
um importante papel na atenuacdo da dor neuropatica (CASTANE et al., 2006;
KREMER et. al., 2016). No entanto, ndo foram encontrados relatos que a PG possa

atuar no sistema endocanabinoide.

3.2 FARMACOCINETICA DA PG

A PG de liberacdo imediata € rapidamente e extensivamente absorvida apés
administracdo oral, atingindo a concentracéo plasméatica maxima (Cmax) em 1 h apés
a respectiva dose, em jejum. A PG é absorvida essencialmente nas partes
superiores do trato gastrintestinal (TGI), principalmente no duodeno. A
biodisponibilidade oral deste farmaco é maior ou igual a 90%, independentemente
da dose administrada. A ingestdo de alimentos diminui a absor¢do de PG, com a
reducdo da Cmax em torno de 25-30%, com consequente atraso no tempo maximo
(tmax) para 2,5 horas. No entanto, a quantidade de farmaco ndo absorvida nao é

significativamente relevante clinicamente (BELLORIO et al., 2014; BEN-



MENACHEM, 2004; CHEW et al., 2014; KIM et al., 2018; KUGLER et al., 2002; QIN
et al., 2018; SU, FENG, WEBER, 2005).

A PG penetra rapidamente a barreira hematoencefalica, pois é um substrato
do sistema L-transportador, o qual é responséavel pelo transporte de aminoécidos
de cadeia longa através do encéfalo e do intestino, além de apresentar um volume
de distribuicdo aparente de 0,56 L/Kg ap6s administracdo por via oral. Somado a
isso, este farmaco ndo se liga as proteinas plasméticas (BOCKBRADER et al.,
2010; SU, FENG, WEBER., 2005; TASSONE et al., 2007;).

O metabolismo hepatico da PG é insignificante (<2%), ndo induzindo ou
inibindo as enzimas do sistema citocromo P450 (CYP-450) (EINARSDOTTIR;
BJORNSSON, 2008; KUGLER et al., 2002). Pelo fato da PG ndo possuir
metabolismo hepatico significativo, ndo apresentando metabdlitos ativos; nao
interagir com o sistema enzimatico CYP-450 e ser eliminada praticamente na sua
forma inalterada pela urina, é pouco provavel que este farmaco esteja sujeito a
interag6es farmacocinéticas de metabolismo, de acordo com Buoli, Caldiroli e Serati
(2017). Além disso, a PG apresenta farmacocinética linear com doses na faixa
terapéutica (BOCKBRADER et al., 2011).

A PG é eliminada da circulacao sistémica praticamente inalterada, quase
inteiramente por via renal. A meia-vida (ti2) de eliminagéo é de aproximadamente
3-4 horas em criancgas de até 6 anos, de 4-6 horas em criangcas com mais de 7 anos
e 6,3 horas em adultos e, apds administracfes repetidas, o estado de equilibrio em
adultos é alcancado apés 24-48 horas. Como a depuracao (clearance) plasmatico
e 0 clearance renal sdo diretamente proporcionais ao clearance da creatinina, o
ajuste de dose € necessario para pacientes com funcao renal reduzida, inclusive em
idosos, que naturalmente apresentam reducéo do clearance de creatinina (BEN-
MENACHEM, 2004; BOCKBRADER et al., 2011; CHEW et al., 2014; FRAMPTON,
2014; ITALIANO; PERUCCA, 2013; RANDINITIS et al., 2003).

3.3 IMPORTANCIA DA OBTENCAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS COM
PG

Como a PG apresenta meia-vida curta, multiplas administracées podem ser
necessérias, no mesmo dia, para garantir a manutencao do intervalo terapéutico, o

gue pode ser um fator limitante para o cumprimento adequado do tratamento,
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conforme Buoli, Caldiroli e Serati (2017), ja que a dor neuropatica é cronica e requer
tratamento longo (QIN et al., 2018).

Além disso, a PG apresenta alguns efeitos adversos tais como tonturas,
sonoléncia, edema periférico, aumento de peso, perda ou diminui¢do da forca fisica
(astenia), dor de cabeca e boca seca. Esses efeitos adversos sao importantes e
podem acabar comprometendo o sucesso do tratamento, ja que em torno de 6 ou 7
em cada 10 pacientes irdo experimentar pelo menos 1 efeito adverso com a PG
(sonoléncia e tontura sdo comuns) (DERRY et al., 2019; DWORKIN et al., 2007).

Como forma de contornar a inconveniéncia de multiplas administraces, em
2017 foi aprovado pelo FDA comprimidos revestidos de PG, de liberacdo
prolongada (Lyrica CR®), para administracéo 1 vez ao dia (FDA, 2017). Mesmo que
o desenvolvimento da formulagdo tenha sido bem sucedido, com relacdo a dosagem
diaria Unica, existem 4 inconvenientes que abrem espaco para melhoras: a) os
comprimidos de liberacédo controlada (CR — do inglés controlled release) devem ser
tomados apos a refeicdo da noite; b) essa refeicdo noturna deve ser hipercaldrica
(800 a 1000 kcal), para garantir a mesma extensao de absorcéo da PG de liberacao
imediata; c) a formulacdo CR apresenta basicamente os mesmos efeitos colaterais,
com a mesma incidéncia nos usuarios que os comprimidos de liberacdo imediata
(4% de incidéncia de efeitos colaterais com o uso de Lyrica CR vs. 5% de incidéncia
de efeitos colaterais com o uso de Lyrica convencional. Efeitos colaterais mais
comuns em ambos 0s casos: tontura, sonoléncia, edema periférico, ndusea, boca
seca, visao turva); d) a formulacdo CR disponivel comercialmente custa 14 vezes o
valor da formulagdo de liberacdo imediata (IR — do inglés imediate release)
(PFIZER, 2018).

Com o intuito de melhorar a aderéncia ao tratamento, alguns estudos
propuseram formulag6es farmacéuticas de liberagdo modificada, contendo PG, para
administracdo 1 vez ao dia, tais como: administracdo transdérmica de solucéo
aguosa de PG (FUKASAWA et al., 2014); microesferas de PG por emulséo dupla
(AYDOGAN et al., 2015); comprimido de PG revestida com behenato de glicerina
(JEONG et al., 2015); hidrogel pH responsivo contendo PG (CEVIK, GIDAN,
KIZILEL, 2015); solu¢édo liquida de PG que forma gel in situ e flutua no suco géstrico
(MADAN, ADOKAR, DUA, 2015); comprimidos flutuantes de PG (KANWAR et al.,
2016); nanogel pH responsivo integrado em hidrogel para entrega controlada de PG
(CINAY et al., 2017), hidrogel baseado em nanocarreador contendo PG (ARAFA,
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AYOUB, 2017); comprimidos de liberacédo sustentada de PG gastro-flutuante (QIN
et al., 2018); comprimidos gastrorretentivos ndo efervescente de PG (KIM et al.,
2018); microesferas de PG para administragcéo intranasal (TAKSANDE, UMEKAR,
2018); supositorio de PG (YAJIMA et al., 2019); microesferas de mucilagem de
inhame — alginato contendo PG (GHUMMAN et al., 2019); comprimido de PG
triplamente revestido (KIM et al., 2020). Muitas dessas formulacdes foram
direcionadas para o tratamento da dor neuropatica.

Essas formulagcbes desenvolvidas para administracdo de PG 1 vez ao dia
mostraram que sistemas de liberacdo controlada podem ser alternativa para o
aumento da aderéncia ao tratamento. No entanto, nenhuma das formulacdes
apresentadas anteriormente avaliou a redugcédo dos efeitos colaterais. Como 0s
efeitos colaterais contribuem diretamente para a adesdo ao tratamento
(ECHTERHOFF, 2012; MOORE et al., 2009), este € um ponto importante a ser
considerado. Além disso, a maioria dos autores nao testou a eficacia da formulacao
avaliando o seu efeito na reducdo da dor/nocicepg¢do. Sendo assim, ha uma
importante lacuna para estudo, bem como oportunidade de melhoria no tratamento,

em estudos experimentais, com possibilidade de ser levada a pratica clinica.
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CAPITULO 1 - NANOPARTICULA COMO FORMA DE LIBERACAO
MODIFICADA

4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 FORMA FARMACEUTICA DE LIBERACAO MODIFICADA

A via oral de administracdo € a via mais amplamente utilizada e aceita para
entrega de farmacos na populacao adulta, ja que € uma via nao invasiva e utiliza a
alta capacidade absorvente do intestino para distribuir os farmacos para a circulagéo
sistémica (PONCHEL; IRACHE, 1998; ROGER et al., 2010).

A maioria dos medicamentos disponiveis para a administracao por via oral
sdo sistemas de liberacdo convencionais de farmacos. Esses sistemas foram
desenvolvidos para liberar o farmaco de maneira rapida, ou seja, logo apos a sua
administracdo e sem controle da velocidade da sua liberacdo. Para tratar condi¢cdes
patoldgicas utilizando os sistemas convencionais, a concentracéo do farmaco deve
ser mantida acima da concentracdo efetiva minima e abaixo da concentracao téxica
minima. Este intervalo é conhecido como faixa terapéutica. No entanto, como a
liberacdo do farmaco apdés a administracdo € imediata, ocorrem picos de
concentracdo plasmaética, que declinam em seguida. Para manter a concentracdo
do farmaco dentro da faixa terapéutica sdo necessarias administracdes de novas
doses (FIGURA 2). Esse regime de dosagens multiplas leva, muitas vezes, ao
descumprimento do tratamento por parte do paciente, além de poder causar efeitos
adversos toxicos ou secundarios ou ainda um tratamento ineficaz por concentracéo
subterapéutica (RABASCO, 1997; SHARGEL; WU-PONG; YU, 2012).



Figura 2 - Comparacao das variacfes das concentracfes de

farmacos administrados por sistemas
convencionais e por sistemas de liberacao
controlada

A - Liberagdo controlada
B- Terapia convencional

T~

Nivel téxico

I Concentragao toxica minima

Faixa terapéutica

I — Concentracdo efetiva minima

Nivel plasmatico do material alvo ng/mL

Faixa sub-terapéutica

Tempo

Fonte: Adaptado de Bizerra e Silva (2016).

Com o objetivo de reduzir terapias falhas, reduzir a toxicidade e os efeitos
secundarios, além de promover atividade prolongada e mais regular do farmaco,
surgiram os sistemas de liberacdo modificada de farmacos. Esses sistemas
permitem, de maneira geral, alteracdo do tempo ou da taxa de liberacdo da
substancia ativa, de forma que a liberacdo seja mais lenta que o sistema
convencional (FIGURA 2), porém mantém a liberacdo do farmaco de maneira
progressiva e controlada, mantendo as concentracdes do farmaco dentro da faixa
terapéutica por mais tempo do que o0s sistemas convencionais, podendo, na maioria
das vezes, ser feita uma uUnica administracdo. Estes sistemas podem ser
particularmente Uteis para o tratamento de patologias cronicas, tais como asma,
hipertenséo e dor cronica (RABASCO, 1997; SHARGEL; WU-PONG; YU, 2012).

As formas farmacéuticas (FF) de liberacdo modificada podem ser
subdivididas em quatro grandes grupos: liberagéo estendida, liberacao retardada,
liberacdo direcionada e comprimidos de desintegracdo oral. As FF de liberacao
estendida permitem reducdo na frequéncia de liberacdo, em pelo menos duas
vezes, quando comparada com FF convencional e incluem as FF de liberagcéo

controlada, de liberacdo sustentada (dose inicial terapéutica seguida por liberagéo
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baixa e continua do farmaco) e de acéo prolongada (SHARGEL; WU-PONG; YU,
2012).

As FF de liberacdo retardada liberam quantidade discreta do farmaco por
tempo e a liberagdo demora um pouco mais do que a convencional para ocorrer e,
tem como principal representante, as FF com revestimento entérico. As FF de
liberacdo direcionada permitem que o farmaco seja liberado proximo ao sitio de
acdo fisiolégico, podendo ser tanto de liberacdo imediata quanto de liberacdo
estendida. Por fim, os comprimidos de desintegracao oral séo aqueles que permitem
a desintegracdao rapida do farmaco na saliva e devem ser engolidos com pouca ou
nenhuma agua (SHARGEL; WU-PONG; YU, 2012).

Os produtos de liberacdo estendida possuem diversas vantagens e também
desvantagens. Como vantagens, essa FF apresenta concentracdo plasmética do
farmaco sustentada na janela terapéutica, que faz com que a resposta clinica seja
prolongada e consistente. Além disso, a taxa de liberacdo do farmaco da FF no
organismo é constante, fazendo com que as variagées na concentragcdo plasmatica
sejam minimas, reduzindo assim os efeitos colaterais indesejados. Ainda, esse tipo
de FF pode trazer beneficio econdmico ao paciente, ja que uma dose do produto de
liberacdo estendida pode custar menos do que a dose equivalente do produto que
deve ser administrado diversas vezes ao longo do dia. Essas vantagens podem
contribuir para maior conveniéncia para o paciente, que é refletida na melhor adeséo
ao tratamento (SHARGEL; WU-PONG; YU, 2012).

Como desvantagens observa-se que a remocdo do farmaco no organismo
em casos de efeitos adversos ou intoxicagdo acidental, pode ser mais dificil nas FF
de liberacédo estendida. Como este tipo de FF pode ficar mais tempo no TGlI, se
ocorrerem alteracOes neste local, a absor¢céo pode ser afetada. Além disso, este
tipo de FF pode ndo ser muito util nos casos em que o farmaco é administrado em
altas doses na FF convencional, pois pode aumentar o tamanho da FF e dificultar
sua administracdo (SHARGEL; WU-PONG; YU, 2012).

Existem varios exemplos de produtos de liberacdo estendida, tais como
liberacdo do farmaco de uma matriz (comprimidos de matriz do tipo gel,
comprimidos de matriz polimérica), pellets ou granulos de liberacdo lenta,
comprimidos de acao prolongada, produtos de troca idnica, comprimido dentro de
outro comprimido (core tablets), microencapsulacéo, sistema de liberacdo osmoética

de farmacos, sistema gastrorretentivo, sistemas de liberacdo transdérmica de
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farmacos, formas farmacéuticas parentéricas de liberacdo modificada, implantes
poliméricos, farmacos baseados em nanotecnologia e lipossomos (SHARGEL; WU-
PONG,; YU, 2012).

4.2 SISTEMAS DE LIBERACAO MODIFICADA BASEADOS EM
NANOTECNOLOGIA

Os sistemas baseados em nanotecnologia fazem parte do grande grupo de
sistemas de liberacdo modificada de farmacos e tem sido bastante pesquisados,
pois possuem caracteristicas vantajosas, tais como: liberacdo melhorada de
farmacos pouco sollveis em agua; liberacdo direcionada de farmacos para células
ou tecidos; transcitose do farmaco através de barreiras epiteliais ou endoteliais
justas; liberacdo de farmacos macromoleculares para acao intracelular; liberacdo
de dois ou mais farmacos ou modalidades terapéuticas para terapia combinada;
visualizacdo de sitios especificos de liberacdo de farmacos combinando agentes
terapéuticos com modalidades de imagem (nanodiagndstico); leitura em tempo real
in vivo sobre a eficacia de um agente terapéutico, além de serem capazes de
promover circulagdo sanguinea estendida, liberando a quantidade adequada do
composto ativo no sitio de acdo desejado e capaz de contornar 0 processo
endossomo-lisossomo, que é responsavel pela digestdo da particula endocitada
(ARACHCHIGE; RESHETNYAK; ANDREEYV, 2015; FAROKHZAD; LANGER, 2009;
KINGSLEY et al., 2006; KREUTER, 2014).

Somado a isso, nanoparticulas carreadoras de farmacos podem aumentar
significativamente a sua biodistribuicdo no SNC; além de poder aumentar a
especificidade do farmaco no seu local de agcéo, permite uma maior distribuicdo no
organismo, reducdo de dose e reducao dos efeitos adversos. Essas caracteristicas
sdo vantajosas principalmente, devido a escala nanométrica desses sistemas, muito
similar as entidades biolégicas (ARACHCHIGE; RESHETNYAK; ANDREEYV, 2015;
FAROKHZAD; LANGER, 2009; KINGSLEY et al., 2006; KREUTER, 2014;).

A utilizacdo de nanocarreadores é uma das estratégias que pode ser utilizada
para melhorar solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade do farmaco

administrado por via oral. A habilidade inerente do carreador em modular a



farmacocinética do farmaco incorporado, geralmente € alcancada pela protecao
polimérica do sitio farmacoférico dos elementos destrutivos presentes no TGI.
Esses carreadores séo projetados para a liberagdo do farmaco, em sitio especifico
no intestino, para alcangar a maxima biodisponibilidade na circulagdo sistémica.
Assim, a absorcao, distribuicdo e eliminacdo dos farmacos durante o transito
intestinal ndo sdo determinados pelo farmaco em si, mas também pelas
propriedades fisico-quimicas do nanocarreador, que incluem a sua composicdo
quimica, o seu tamanho, sua carga superficial, sua morfologia, seu equilibrio
lipofilico-hidrofilico, as forcas de interacdo entre o carreador e o farmaco (LI;
HUANG, 2008; RUDDY; MAYER; PATRIDGE, 2009).

Existe consenso de que a nanotecnologia ndo representa uma simples
miniaturizacao de objetos grandes, mas representa a preparagcdo de nanomateriais
com propriedades fisico-quimicas caracteristicas e vantajosas com relacdo aos
materiais comuns, porém em escala nanométrica. Sendo assim, nanomateriais sdo
definidos como “material natural, incidental ou fabricado que contém particulas, em
estado ndo ligado ou aglomerado, onde pelo menos 50% das particulas apresentem
pelo menos uma dimensao externa com tamanho entre 1 e 100 nanémetros (nm)”
(COUVREUR, 2002; RAUSCHER et al., 2019).

Um dos nanomateriais que vem sendo bastante estudado com interesse
biomédico sdo as nanoparticulas (NP). Existem diversos tipos de NP, sendo a
polimérica a mais utilizada (MASSERINI, 2013). E importante ressaltar que o termo
nanoparticula € um termo genérico e engloba nanoesferas, nanocapsulas e também
nanocompositos, que sdo assim classificados de acordo com a sua composi¢ao e
organizacdo estrutural. Nanocapsulas formam uma estrutura vesicular com um
nacleo liquido interno rodeado por uma parede polimérica. O farmaco pode estar no
nacleo liquido (encapsulado) ou adsorvido na parede polimérica (FIGURA 3). As
nanoesferas sdo estruturas poliméricas inteiricas, onde o farmaco pode estar
misturado nessa estrutura (encapsulado) ou adsorvido na sua superficie (FIGURA
3). O polimero fica em uma conformag¢do mais unida. J& 0s nanocompaositos séo
materiais compostos por duas fases, onde uma fase é dispersante (matriz
polimérica) e a outra fase é dispersa (farmaco), no qual pelo menos uma de suas
dimensdes estdo compreendidas na faixa nanométrica (1-1000 nm), mas mantém

as propriedades dos nanomateriais (FIGURA 4). O polimero fica em uma
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conformacdo mais solta, menos fluida que as nanoesferas (CAMARGO;
SATYANARAYANA; WYPYCH, 2009; COUVREUR et al., 2002).

Figura 3 - Representacdo esquematica de
nanocapsulas e nanoesferas

Encapsulado Adsorvido

Nancesferas

Nanocdpsulas

Fonte: Traduzido de Damgé, Reis e
Maincent (2008).

Nota: O farmaco é representado pelos
pontos pretos e pode estar encapsulado ou
adsorvido na superficie da nanoparticula.

Figura 4 - Representacdo esquematica de nanocompdésito

FArmaca
Matriz polmarica NHanocompdsito

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
Nota: o farmaco é representado pelos pontos pretos e esta incorporado
na matriz polimérica

Para utilizacdo de NP polimérica como carreador de farmaco, o ideal € que o
polimero usado seja biodegradavel e também biocompativel, reduzindo o
aparecimento de efeitos indesejados, ja que esse sistema ndo precisa ser removido
do organismo apds o farmaco ser completamente liberado, pois é degradado em
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produtos atoxicos pelo proprio organismo. (DURAN; MATTOSO; MORAIS, 2006;
LIU et al., 2008).

Os polimeros mais utilizados sdo os polilactideos (PLA), poliglicolideos
(PGA), poli-lactideos-co-glicolideos (PLGA), polianinidros, policianoacrilatos,
policaprolactona e os polimeros naturais como quitosana, gelatina, e alginato de
sodio (BRENZA et al., 2017; GUARINO et al., 2017; JAIMES-AGUIRRE et al., 2017,
LIU et al., 2012; MOHAMMED et al., 2017; RAGUVARAN et al., 2017; SIMS et al.,
2017; STELLA et al., 2007; YASMIN et al., 2016).

4.2.1 Quitosana (QS)

Os polissacarideos naturais, como a quitosana (QS) (FIGURA 5), possuem
alto potencial para a aplicacdo biotecnolégica, jA que possuem propriedades
vantajosas, tais como estabilidade, seguranca, atoxicidade, sdo hidrofilicos e
biodegradaveis, além de serem abundantes na natureza e apresentam baixo custo

de processamento (LIU et al., 2008).

Figura 5 - Formula estrutural da quitosana
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Fonte: Sigma-Aldrich (2020).

A quitosana possui estrutura cristalina altamente organizada. Dessa forma,
€ um polimero insolivel em meio aquoso e na maioria dos solventes organicos, e

tem baixa reatividade quimica. Além disso, apresenta alta hidrofilicidade,
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principalmente devido ao grande numero de grupos hidroxila e grupos amino
presentes na cadeia polimérica. (GONSALVES et al., 2011; MUZZARELLI, 1973).

As propriedades fisico-quimicas da QS dependem de seu grau de
desacetilagdo e do numero médio de hidroxilas livres. Além disso, as aplicacdes
desse biopolimero € muito atrativo pelo ponto de vista econémico, ja que € obtido
de fontes renovaveis (ou subprodutos) (FAN et al., 2012; FERREIRA; ROCHA,
2009; YUAN; HU; GAO, 2015).

Ainda, a quitosana possui outras caracteristicas biofarmacéuticas
importantes, tais como: sensibilidade ao pH, biocompatibilidade, baixa toxicidade,
caracteristicas bioadesivas e propriedades de aumento de permeabilidade. O
metabolismo da mesma se d& por enzimas humanas, especialmente a lisozima,
tornando-a biodegradavel. As nanoparticulas sintetizadas a partir de polimeros
hidrofilicos, como a quitosana, com tamanho de particula pequeno, podem se
esquivar da depuracédo da circulacdo sanguinea pelo sistema de reticulo endotelial,
alcancando o seu alvo com maior facilidade. A QS possui efeito analgésico
(protonacdo do grupamento amina), efeito cicatrizante de feridas e, a QS
microcristalina com aplicacéo topica é capaz de reduzir a fibrose extraneural durante
a cicatrizacao do nervo lesionado e reduz a formacéo de neuromas pos-traumaticos
(BERSCH; NIES; LIEBENDORFER, 1995; FAN et al., 2012; HUANG et al., 2014;
MARCOL et al.,, 2011; MUZZARELLI, 1997; OKAMOTO et al., 2002; TONHI;
PEPLIS, 2002; WILSON et al., 2010; YUAN, HU; GAO, 2015).

Alguns autores demostraram que a quitosana € um bom biomaterial,
podendo ser utilizado para diversas formulagdes, auxiliando na reducdo da dor
decorrente de diversas etiologias. Zhang et al. (2016) conseguiram aumentar a
biodisponibilidade da lidocaina, através da liberacdo sustentada, utilizando
nanoparticulas lipidicas contendo quitosana, obtendo alivio prolongado da dor. Ja
Patil e Surana (2017) sintetizaram nanoparticula de quitosana revestida com
polissorbato 80, para a entrega de tapentadol no SNC, verificando que esse sistema
nanoparticulado polimérico foi eficaz para a entrega do farmaco, melhorando a sua
biodisponibilidade e, consequentemente, aumentando a resposta antinociceptiva.
Godfrey et al. (2018) desenvolveram uma nanoparticula polimérica utilizando um
derivado de quitosana para encapsular o peptideo cloridrato de leucina-encefalina,
aumentando a eficacia do peptideo, aumentando consideravelmente a resposta

antinociceptiva do peptideo. J& Wang et al. (2018) desenvolveram nanoparticula de



acido hialurénico e quitosana para a entrega de curcuminoide, que apresentou
resposta satisfatoria para o tratamento de dor em membro inferior, ocasionada por
osteoartrite. Ainda, Huang et al. (2018) desenvolveram hidrogel com derivado de
quitosana e celulose nanocristalina, para tratar feridas de queimadura, verificando
gue o tempo de cicatrizacéo foi acelerado, além de reduc&o da dor no momento das
trocas dos curativos. Dessa forma, este polissacarideo pode ser sugerido como um

interessante excipiente para administragdo de farmacos (PRABAHARAN, 2008).
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5 METODOS

5.1 DESENVOLVIMENTO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS COM
PREGABALINA

5.1.1 Teste de solubilizacdo da PG em diversos pHs para determinacdo do

método de preparo das nanoparticulas

Para o preparo das nanoparticulas foi preciso solubilizar a PG em tampéo
fosfato de sodio 0,2 M pH=6,0 e em seguida solubilizar esta suspensao na solucao
acida de quitosana, com pH final = 5,5 (teste A) ou na solucéo béasica de ftalato de
hidroxipropilmetil celulose (HPMCP - do inglés Hydroxypropyl Methylcellulose
Phthalate), com pH final = 5,5 (teste B). Sabe-se que a faixa de pH preferivel para
absorcdo de PG na forma liquida € de 5,5 - 6,3, de acordo com a Organizacao
Europeia de Patentes (2003). No entanto, fez-se necessario a realizacéo de testes
para a verificacao da solubilizacdo da PG em meios &cidos ou basicos em diferentes
pHSs, j& que a PG néo poderia estar na forma cristalizada/precipitada para a sintese
das nanoparticulas.

Sendo assim, pesou-se 10 mg de PG e solubilizou-se em 10 mL de solugéo
de acido acético 0,1 M ou 10 mL de solucdo de hidroxido de sédio 0,1 M. Os pHs
das solucgdes foram ajustados com &cido acético ou com hidroxido de sodio para
pHs de 4,0 - 11,0, com incrementos de 0,5. Em seguida, as solu¢des foram agitadas
em agitador horizontal por 6 horas na velocidade de 130 rota¢des por minuto (rpm),
seguidas por centrifugacao (20 minutos a 1073 g) e a posterior observagao da

formacao de precipitados.
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5.1.2 Método de preparo das nanoparticulas poliméricas com PG

As nanoparticulas poliméricas com PG foram preparadas com base no
método de geleificacdo ionotrdpica, utilizando QS (FIGURA 5) e como agente
reticulante, HPMCP, adaptado de Calvo et al. (1997). As concentracdes de
quitosana e agente reticulante foram escolhidas de acordo com estudos prévios do
nosso grupo de pesquisa, conforme Barbi et al. (2014). As nanoparticulas foram
preparadas da seguinte maneira: primeiramente preparou-se solucédo de quitosana
(4 mg/mL) em solugdo de &cido acético 0,1 M com o pH de 5,5. Também foi
preparada solu¢cdo de HPMCP (2 mg/mL) em solucdo de hidréxido de sédio 0,1 M
com pH de 5,5. A solucdo de PG (8 mg/mL) foi preparada através da diluicdo de PG
em tampéao fosfato de sédio 0,2 M pH=6,0. As solucfes foram entdo gotejadas com
auxilio de uma seringa sob agitacdo magnética por 30 minutos a 800 rpm, em
temperatura ambiente (FIGURA 6), na seguinte ordem: primeiramente gotejou-se a
solucdo de PG sobre a solucdo acida de quitosana e em seguida gotejou-se a
solucéo basica de HPMCP, de forma que se adicionou 3,18 partes de PG:3 partes
de QS: 1 parte de HPMCP (% m/m/m). As nanoparticulas vazias (NP VAZ), ou
isentas de PG, foram preparadas da mesma maneira utilizando solucéo de QS,
solucéo de HPMCP e tampéo fosfato de sédio 0,2 M pH=6,0.

Para alguns testes de caracterizacao, as NPs foram liofilizadas.

Figura 6 - Representacdo esquematica do preparo da NP
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).



5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOPARTICULAS

5.2.1 Determinacao do tamanho das particulas, do indice de polidisperséo, do
potencial zeta e do pH

Para a determinagdo do didmetro hidrodinAmico e do indice de
polidispersividade (PDI) por dispersao dinamica de luz (DLS - do inglés dynamic
light scattering), utilizou-se o angulo de incidéncia da luz em 173°. As medidas foram
realizadas de forma direta, sem diluicdo das amostras, em temperatura ambiente
(25°C), colocando as amostras em banho de ultrassom por 2 minutos, antes da
andlise. O resultado foi expresso pela média de trés medidas consecutivas.

Para a determinacdo do diametro hidrodinamico por analise de rastreamento
de nanoparticula (NTA - do inglés nanoparticle tracking analysis), as medidas foram
realizadas de forma direta, diluindo as amostras em agua destilada com um fator de
diluicdo de 5000, em temperatura ambiente (25°C).

O potencial zeta foi avaliado utilizando-se a técnica de espalhamento de luz
eletroforético. As medidas foram realizadas de forma direta, sem diluicdo das
amostras, em temperatura ambiente (25°C). O resultado foi expresso pela média de
trés medidas consecutivas.

O pH foi medido diretamente nas dispersées de nanoparticulas, utilizando um

pHmetro digital, com eletrodo de pH blindado semissalido e liquido.

5.2.3 Avaliacdo da taxa de associagdo da PG a NP

As NP PG foram diluidas em diluente da NP na proporcéo de 1:10 (%v/v)
(diluente= 3 partes de solucdo de acido acético 0,1 M, 1 parte de solucdo de
hidroxido de sédio 0,1 M e 3,18 partes de tampao fosfato de sddio 0,2 M pH=6,0 (%
m/m/m)) e homogeneizadas em vértex por 1 minuto, com volume final de 1 mL. Em
seguida, foram centrifugadas a 5000 g por 15 minutos. O sobrenadante (990 pL) foi
retirado e a este, adicionou-se 1000 pL de acetona, para separar a quitosana da

PG, ja que ambas as substancias possuem similaridade estrutural (FIGURA 1 e 5)
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e precipitacdo diferenciada neste solvente. Logo apos, a mistura foi homogeneizada
em vortex por 1 minuto e centrifugada a 17800 g por 30 minutos. Apos
centrifugacéo, 1990 pL do sobrenadante foram retirados e secos sob vacuo a 80°C.
O residuo seco foi ressuspendido em 200 pL de fase mével e 20 pL foram
analisados por HPLC-UV, para a determinacao da quantidade de farmaco livre.

A determinacdo da taxa de associacdo foi medida de forma indireta e

calculada pela Equacdo 1. O resultado foi expresso como média (n=3).

% taxa de associacdo = (quantidade de pregabalina adicionada na NP —

quantidade de pregabalina livre ) * 100 (Eq. 1)

A guantidade de PG adicionada na NP foi obtida pela média das analises
cromatograficas de uma solucdo de PG 8 mg/mL, em triplicata, preparadas da
mesma maneira que as NP PG, porém utilizando somente os diluentes dos
polimeros.

A quantidade de PG em livre foi obtida pela analise cromatografica do
sobrenadante de NP PG, descontada da média das analises cromatograficas do
sobrenadante de trés NP VAZ. A NP VAZ foi processada da mesma maneira que
as NP PG

5.2.3.1 Método cromatogréfico para a avaliacdo da taxa de associacdo da PG na
NP

O método de analise foi baseado no método disposto na Farmacopeia
Indiana (THE INDIAN PHARMACOPOEIA COMISSION, 2010) e foi validado de
acordo com a legislac&o vigente RDC 166/2017 (BRASIL, 2017) (APENDICE B).

Resumidamente, foi utilizada como fase mdvel uma mistura de agua e
acetonitrila (95:5% v/v), fluxo de 1 mL/min, e como fase estacionaria, foi utilizada
coluna de C18 (150 mm x 4,6 mm x 05 um). Foi utilizada deteccdo UV em 190 nm.
O tempo de analise no equipamento foi de 14 minutos, com volume de injecao de
20 pL. Para a confeccdo das curvas analiticas, preparou-se solu¢des de PG em
fase movel, com concentra¢des variando de 0,2 a 2 mg/mL, que foram convertidas

em massa de PG, compreendidas entre 0,04 - 0,4 mg de PG.
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5.2.4 Analise morfolégica das nanoparticulas

A analise morfolégica das NPs foi realizada por microscopia eletrénica de
varredura de alta resolucdo de emissdo por campo (MEV-FEG). Foi utilizada
resolucdo de 4,7 mm a 2.00 kV em alto vacuo, magnificacdo de 25,00 vezes e
detector de elétrons secundarios (SE).

As amostras (dispersao de nanoparticulas) foram diluidas em agua ultrapura,
utilizando fator de diluicdo de 100. As amostras foram entéo gotejadas sobre suporte
de silicio previamente limpo, secas em sistema de secagem sob vacuo e

metalizadas com carbono. As amostras foram entdo analisadas.

5.2.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As possiveis interacbes entre a PG e o0s polimeros no sistema
nanoestruturado foram analisados por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier, com varredura de 4000 a 600 cm™, 64 scans com
resolucao de 4 cm, utilizando a técnica de dropping sobre pastilhas de brometo de
potassio (KBr).

As amostras de dispersao de nanoparticulas foram concentradas 4 vezes;
gotejou-se sob uma pastilha de KBr previamente preparada, 3 gotas de cada
amostra (15 pL cada gota), com intervalo de 30 minutos entre as gotas. Entre as
gotas, a pastilha foi colocada em dessecador contendo silica, sob vacuo. Apos a
adicao das 3 gotas, a pastilha foi colocada para secar em dessecador por 19 horas.
ApoGs a secagem, a pastilha foi analisada. As pastilhas contendo as solugdes dos

polimeros e do farmaco foram preparadas da mesma forma.



5.2.6 Anélises térmicas

5.2.6.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A analise de DSC das amostras liofilizadas de NPs e seus componentes
também liofilizados foi realizada utilizando o calorimetro exploratorio diferencial,
calibrado com padrédo de indio, colocando-se a amostra (5-7 mg) em cadinho de
aluminio fechado, com tampa perfurada, sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50

mL/min) com fluxo de calor de 10°C/min na faixa de aquecimento de 25°C a 400°C.

5.2.6.2 Termogravimetria (TG)

As medidas termogravimétricas foram obtidas em um maodulo
termogravimétrico simultaneo TG/DTA, calibrado com padrdo de indio, usando
massa de amostras liofilizadas compreendidas na faixa de 3,4 - 8,2 mg
(dependendo da granulometria da amostra) em cadinhos de aluminio e razdo de
aquecimento de 10°C/min. As andlises foram realizadas entre 30°C e 550°C. A
atmosfera do forno foi saturada com nitrogénio, a vazao constante de 50 mL/min.

Os parametros utilizados foram baseados no estudo de Mahmoud et al. (2014).

5.2.7 Difragéo de raios X (DRX)

Para obtencdo dos dados de difracdo, as medidas foram realizadas em
difratdmetro de po, usando radiagdo CuKa (A =1,5418 A) e monocromador de
grafite, funcionando a 40 kV e 30 mA. Os difratogramas foram obtidos no intervalo
angular (20) de 3,00 a 35,00°, passo de 0,02°, velocidade de 1°/min, com fenda de

10 mm.
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5.2.8 Estabilidade

A estabilidade das nanoparticulas, recém-preparadas em dispersdo aquosa
foi avaliada através de: tamanho e potencial zeta das amostras. As amostras
(dispersédo de nanoparticulas) foram armazenadas ao abrigo da luz, vedadas, em
temperatura ambiente (25°C) por 30 dias, onde reavaliou-se o tamanho e o potencial
zeta, colocando as amostras em banho de ultrassom por 15 minutos antes das
andlises.

Os resultados foram comparados entre si pelo teste t de Student, para dados
nao pareados, bicaudal. Intervalo de confianca de 95% e nivel de significAncia

fixado em 5%.

5.3 LIBERACAO IN VITRO

A liberacdo foi investigada usando células do tipo Franz (FIGURA 7),
cobertas com membrana de didlise de acetato de celulose regenerada. Foram
adicionados 500 pL da amostra (n=3). O ensaio foi realizado a 37°C, agitacao de
300 rpm, sob condicBes sink (a concentracdo do soluto ndo ultrapassou mais do
gue 10-15% de sua solubilidade maxima no meio de dissolucdo). O meio receptor
foi constituido por solucao de acido cloridrico 0,1 M pH=2,0, na primeira etapa, com
duracdo total de 2 horas, e por solu¢do tampéao fosfato de sodio 0,2 M pH=6,8, na
segunda etapa, com duracdo total de 10 horas conforme especificado na
Farmacopeia Brasileira (teste de dissolugdo: procedimento para formas
farmacéuticas de liberacéo retardada -método A) (BRASIL, 2019). Para a troca de
meios, sem desmontar o sistema, o procedimento foi realizado como descrito na
Farmacopeia Brasileira, onde 1 volume de meio receptor HCI foi removido e 1
volume de solucdo de fosfato de sodio tribasico 0,2 M foi adicionado, formando
assim um tampéo de fosfato de sédio 0,2 M com um pH final de 6,8. O ajuste do pH
nao foi necessario, uma vez que esta troca tinha sido previamente testada pela
autora. Para as coletas seguintes (4-12 h), foi utilizada a solu¢ao tampéao de fosfato
de sédio 0,2 M pH=6,8 previamente preparada. Foram retiradas aliquotas (1 mL)
apos 0,25,0,5,1, 2,4, 6, 8, 10 e 12 h. As altera¢cdes na composi¢cdo do meio foram

feitas de modo a simular as condi¢cdes do estbmago e do intestino.



Figura 7 - Representacdo esquematica da célula de Franz
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Fonte: Serafim et al. (2013).

Tubo repositor

As amostras foram secas sob vacuo, a 80°C, ressuspendidas em 200 pL de
fase mével e analisadas (20 uL), por HPLC-UV, conforme método descrito no item
5.2.3.



6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 DESENVOLVIMENTO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS COM PG

6.1.1 Teste de solubilizacdo da PG em diversos pHs para determinacdo do

método de preparo das nanoparticulas

O teste de solubilizagao foi preparado e realizado de acordo com o item 5.1.1.
Posteriormente observou-se o0 aspecto das solugdes. Todas as solugdes
apresentaram-se limpidas, sem precipitacdo, o que indica que a PG foi totalmente
soluvel tanto em pHs acidos quanto em pHs basicos.

Este resultado observado é compativel com os relatos da literatura, que
afirmam que a PG é livremente solivel em agua e em solu¢Bes acidas e basicas
(MONTEVALE, 2007).

Como a PG estéa zwitteribnica em pH=5,5, de acordo com National Center for
Biotechnology Information (2016) e n&o apresentou problemas de solubilizacao,
esta pode ser solubilizada tanto na solucao acida de QS ou na solucéo béasica de
HPMCP.

6.1.2 Preparo das nanoparticulas poliméricas com PG

Agentes reticulantes, tais como glutaraldeido, etilenoglicol diglicidil éter,
tripolifosfato, HPMCP, acido sulfarico e epicloridrina, sdo usados para aumentar a
estabilidade quimica e a resisténcia mecanica da QS (CUI et al., 2008; HSIEN;
RORRER, 1997; KUMBAR; KULKARNI; AMINABHVI, 2002; LAUS et al., 2006;
MAKHLOF et al., 2011; MONTEIRO JR.; AIROLDI, 1999; OSHITA et al., 2003).

O reticulante HPMCP (FIGURA 8) foi escolhido neste estudo pelas suas
propriedades, tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, facilidade de

obtencéo (€ um derivado da celulose), e protecao contra a degradacao pelo baixo
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pH do suco gastrico (EHRICH; HOH; KREINER, 1990; FERREIRA; ROCHA, 2009;
JIMENEZ et al., 2010; KOKUBO et al., 1997; WANG et al., 2017).

Figura 8 - Formula estrutural do HPMCP
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Fonte: Shin-Etsu (2018).

AS NPs de quitosana podem ser preparadas por geleificacdo ionotropica,
coacervacdo e meétodos de coalescéncia de gotas da emulsdo modificada, de
acordo com Santos (2010). O método de geleificacao ionotropica foi escolhido neste
trabalho, por ser um método de obtencéo de NP utilizando condi¢des brandas e em
curto periodo de tempo, além de nao utilizar solventes organicos. A técnica de
preparo, proposta inicialmente por Calvo et al. (1997), envolve processo de
geleificagdo ionotropica, no qual ocorre a mistura de duas fases aquosas a
temperatura ambiente. Uma fase contém o polissacarideo QS (catidnico) e a outra
contém um polimero aniénico (nesse caso HPMCP); ao serem misturadas,
interagem de forma eletrostatica, formando um gel e precipitando as particulas. Os
carreadores nanoparticulados obtidos possuem caracteristicas hidrofilicas, ja que
séo utilizados polimeros hidrofilicos para a sua preparagao (CALVO et al., 1997).
Por ser um método simples de preparo, utilizando polimeros naturais de facil
obtencdo, possibilita que a formulagdo resultante tenha um custo mais baixo,
gquando comparado com os comprimidos de liberagcdo controlada de pregabalina
(Lyrica CR®).

A partir do resultado obtido através do teste de solubilidade da PG (item 6.1.1)

foi possivel verificar que a PG poderia ser solubilizada tanto em solugdo &cida de
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quitosana quanto em solucdo basica de HPMCP. Sendo assim, testou-se o
desenvolvimento das nanoparticulas poliméricas com PG, utilizando a técnica de
reticulacéo polieletrolitica, de duas formas diferentes:

Para estes testes, a PG foi gotejada em solucao de QS, com posterior adigéo
do HPMCP (teste A) ou a PG foi gotejada em solucdo de HPMCP e esta mistura
gotejada sobre a solucédo de QS (teste B). Tanto em A quanto em B, as suspensofes
se apresentaram opalescentes (FIGURA 9), que é o aspecto indicativo de formacéo
de nanoparticulas, conforme Calvo et al. (1997). Independentemente da ordem de
gotejamento, o pH, o tamanho e o potencial zeta ndo se modificaram
significativamente, apresentando para o teste A: pH médio = 5,7, tamanho médio =
425 nm, potencial zeta médio = +19 mV e para o teste B: pH médio = 5,7, tamanho
médio = 413 nm, potencial zeta médio = +20 mV. Sendo assim, tanto A quanto B,
poderiam seguir para os demais testes de caracterizacdo, no entanto, pelo método
de preparo A ser mais simples, esse foi 0 método de escolha para dar continuidade

aos testes.

Figura 9 - Aspecto das nanoparticulas no teste A e no teste B

A)

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Legenda: A) Teste A — PG gotejada sobre QS e adicdo posterior de
HPMCP; B) Teste B — PG gotejada sobre HPMCP e adicéo dessa mistura
em QS.
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6.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOPARTICULAS

6.2.1 Tamanho da particula, indice de polidispersao, potencial zeta e pH das

nanoparticulas

Pela Tabela 1 é possivel observar que o diametro médio das NPs PG pela
técnica de DLS foi de 432+20 nm; o PDI médio foi de 0,238+0,001; o potencial zeta
meédio foi de +19,0+0,9, e o pH médio foi de 5,7+0,06. Também, pela Tabela 1, foi
possivel observar que o diametro médio das NPs VAZ pela técnica de DLS foi de
425124, o PDI médio foi de 0,234+0,016, o potencial zeta médio foi de +18,6+1,0 e
o pH médio foi de 5,6+0,08. Pelo Grafico 1, foi possivel observar a distribuicao do
tamanho das nanoparticulas em funcéo da intensidade: em A temos NP PG e, em
B temos NP VAZ.

Tabela 1 - Tamanho das particulas (DLS e NTA), PDI, pH e potencial zeta dos lotes
de NP PG e NP VAZ

NP Tamanho PDI médio Tamanho pH médio  Potencial
médio (nm) médio (nm) zeta médio
-DLS -NTA (mV)

NP PG (A) 434120 0,238+0,001 193 5,7+0,06 +19,0+0,9

NP VAZ (B) 425+24 0,234+0,016 174 5,6+0,08 +18,6+1,0

Fonte: Elaborado pela autora (2021).



Gréfico 1 - Distribuicdo do tamanho das NP por intensidade analisado por DLS

=} ¥} =
L L L

Intensidade (porcentagem)
®
Intensidade (porcentagem)

. | il

0,1 1 10 100 1000 10000
Tamanho (d.nm)

T T T )
0,1 1 10 100 1000 10000
Tamanho (d.nm)

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
Legenda: A) NP VAZ B) NP PG. O histograma representa 3 analises de cada amostra.
Estas mesmas amostras foram utilizadas para a analise por NTA.

Pela técnica de DLS, pode-se perceber que o diametro médio das NP PG e
NP VAZ foi inferior a 450 nm e, apresentou valores préximos entre si, 0 que mostra
gue a presenca do farmaco nao interfere significativamente no tamanho da NP.

Pelo Grafico 2, é possivel observar a distribuicdo dos diferentes tamanhos
de particulas pela técnica de NTA, onde a maior parte das particulas (NP VAZ ou
NP PG), cerca de 70%, encontram-se entre 100 e 200 nm (tamanho médio: NP VAZ
=174 nm e NP PG=193 nm), mas também apresentam popula¢cdo com tamanho
entre 200 - 300 nm e entre 300 - 500 nm (cerca de 30%). Essas populagdes com
tamanho maior sdo condizentes com os resultados obtidos pela técnica de DLS, ja
gue nesta Ultima técnica o angulo de incidéncia do laser é fixo, as particulas maiores
dispersam mais luz e acabam sendo detectadas como populagcdo monodispersa
(TSCHARNUTER, 2000).

55



56

Grafico 2 - Distribuicdo do tamanho das particulas pela técnica de NTA
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).
Legenda: o trago vermelho representa a NP VAZ e o traco azul
representa a NP PG.

Pelos testes de DLS e NTA é possivel observar que as técnicas sao
complementares e sao capazes de determinar o diametro hidrodinamico (tamanho)
das particulas através do movimento Browniano, caracterizando as particulas do
presente estudo como nanocompdsitos, de acordo com Camargo, Satyanarayana
e Wypych (2009). Sabe-se que particulas com tamanho inferior a 500 nm
conseguem atravessar a barreira hematoencefélica para exercer a agdo no SNC
(APOLINARIO et al., 2020; MASSERINI, 2013). Sendo assim, as particulas do
presente estudo apresentam tamanho reduzido quando comparado com outros
estudos que propuseram microesferas contendo PG (AYDOGAN et al., 2015;
GHUMMAN et al., 2019; TAKSANDE; UMEKAR, 2018), além de ser adequado para
0 objetivo proposto.

Para a avaliacdo da dispersividade das particulas (PDI), tanto para as NPs
PG quanto para as NPs VAZ, o valor médio obtido foi inferior a 0,250, estando
abaixo do limite maximo aceitavel para NPs poliméricas que é de 0,300, o que nos
informa que a distribuicdo das NPs preparadas pode ser considerada homogénea

e tem distribuicdo estreita de tamanho. No entanto, Ibrahim et al. (2019)
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desenvolveram colirio de mini emulsdes contendo PG, no qual o PDI encontrado foi
inferior a 0,38 e a distribuicdo de tamanho também foi considerada homogénea. Ja
que se sabe que as cadeias de polimeros podem nao estar enoveladas e acabar
dispersando a luz, interferindo na medida geral de tamanho (KULKAMP et al., 2009;
LIU; WU, 2010).

O potencial zeta médio das NPs PG e NPs VAZ foi proximo a +20 mV. Sabe-
se que os polimeros presentes na formulacdo determinam a carga da particula
(PEDREIRO, 2015; RUELA et al., 2016). Sendo assim, o resultado de potencial zeta
positivo esta associado a quitosana presente na matriz polimérica, indicando cargas
do grupamento amina ionizados, ja que o pH da amostra (5,7) € menor que o pKa
da quitosana (GONSALVES et al., 2011). Ibrahim et al. (2019) também encontraram
potencial zeta positivo, quando avaliaram mini emulsdo coberta por quitosana
contendo PG. Além disso, em nosso estudo, os valores de potencial zeta da NP PG
ficaram préximos ao da NP VAZ, sugerindo que a PG esta emaranhada na matriz
polimérica, uma vez que se 0s grupos ionizaveis da PG estivessem fora da matriz
polimérica, as suas respectivas cargas poderiam interferir na carga final da
particula.

O pH médio da NP PG foi de 5,7 e o da NP VAZ foi de 5,6. Foi possivel
perceber que os valores de pH nao foram significativamente diferentes, indicando
que a presenca da PG ndo interfere no pH final da formulacdo. Além disso, esse pH
das formula¢gdes de NP PG pode ser considerado adequado para absorcdo de PG
por via oral, uma vez que se sabe que este farmaco é facilmente absorvido por esta
via de administracdo em faixa de pH entre 5,5 - 6,3 (ORGANIZACAO EUROPEIA
DE PATENTES, 2003).

Ressalta-se que o tamanho, polidispersividade das particulas e o pH séo
importantes, uma vez que esses parametros afetam a liberagdo, a absorcéo e,
consequentemente, a biodisponibilidade do farmaco (KHAFAGY et al., 2007;
PREZOTTI, 2013).
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6.2.2 Avaliacdo dataxa de associacado de PG a NP

A taxa de associacdo foi calculada de acordo com o item 5.2.3. Apés a
quantificacdo da fracdo livre por HPLC-UV, foi possivel estimar que a taxa de
associacdo da PG a NP foi de 44,40%. Esta taxa de associacdo estimada no
presente estudo € relativamente menor do que as taxas encontradas por Aydogan
et al. (2015) (taxa variando de 41 a 69,70%, de acordo com a composi¢cdo das
microesferas) e Taksande e Umekar (2018) (taxa variando de 50,91 a 84,34%, de
acordo com a composi¢cao das microesferas), quando propuseram o preparo de
microesferas de PG. No entanto, a taxa de associacdo deste estudo estd bem
proxima da eficiéncia de encapsulacdo de niossomas contendo PG proposto por
Arafa e Ayoub (2017). Essa diferenca de taxa de associacdo pode ter ocorrido por
diferencas no método de sintese, além de a propor¢cédo de farmaco estar maior do
que a proporcdo de polimero (3,18 partes de PG: 3 partes de QS: 1 parte de
HPMCP, % m/m/m), no presente estudo. Como foi relatado por Taksande e Umekar
(2018), a eficiéncia de encapsulacdo da PG aumenta com o aumento da razao
farmaco-polimero.

No entanto, a fragdo de PG que nao esté associada a NP desempenha papel
importante para a obtengdo de concentracao plasmatica terapéutica inicial de PG.
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6.2.3 Analise morfologica das nanoparticulas

As amostras foram preparadas para analise de acordo com o item 5.2.4 e a

morfologia pode ser observada na Figura 10.

Figura 10 - MEV-FEG das NP PG (A) e NP VAZ (B)

A)

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Foi possivel observar que tanto a NP PG quanto a NP VAZ apresentam
morfologia esférica. No entanto, ndo foi possivel observar a caracteristica da
superficie das NPs. Além disso, foi possivel observar, que devido ao
intumescimento dos polimeros em meio aquoso, como relatado no item 6.2.1, as
particulas NP VAZ se apresentam com halo mais claro ao redor das particulas
(FIGURA 10 B), sugerindo que as particulas estdo se desfazendo, por ficarem em
meio aquoso por 30 dias. Esse halo ao redor das NP VAZ nao foi observado na NP
PG (FIGURA 10 A), sugerindo que as particulas ficam mais estaveis com a adicao
da PG.

Através das analises das imagens de MEV-FEG das particulas, foi possivel
observar que as NP PG apresentaram tamanho entre 150 - 210 nm e as NP VAZ
apresentaram tamanho entre 130 - 370 nm, corroborando com o resultado

encontrado pela analise de tamanho por NTA (item 6.2.1).
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Como foi relatado por Powers et al. (2006), particulas esféricas apresentam
maior area de superficie, quando comparadas com particulas disformes; isto
favorece maior contato com a superficie do epitélio intestinal e consequentemente
aumenta a absorcdo. Como as nanoparticulas apresentaram-se esféricas e com
tamanho adequado, € indicativo que possuem caracteristicas adequadas para

absorcéo por via oral.

6.2.4 Anélise FTIR

A Figura 11 mostra os espectros de FTIR das solucdes utilizadas para o
preparo das NPs e das solu¢des de NPs. A Tabela 2 mostra as bandas referentes

a cada grupo funcional de cada amostra.

Figura 11 - FTIR por dropping em KBr das nanoparticulas e componentes da
formulacéo
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Tabela 2 - Eventos observados nos espectros de FTIR

Vibragédo de estiramento O-H 3801-2561 3503-3178 3645-3298 3624-3105 3658-3035 3697-3032
Vibraco de estiramento O-H/

ligacéo de hidrogénio forte 3028-2935 2642-2555
Vibracéo de flexdo O-H fora do plano 848 937 947, 644 943; 646
Vibracdo de estiramento C=0

de acido carboxilico 1651 1647 1637 1637
Estiramento assimétrico COO" 1558

Estiramento simétrico COO" 1423

Vibragdo de estiramento C-O-C 1136-972 1126-981 1159 1159
Vibrac&o de estiramento C-O de acido carboxilico

no plano 1276 1278
Vibracéo de flexdo de O-H de &cido carboxilico

no plano 1411 1413
Vibragéo de estiramento N-H 3801-2561 3624-3105 3658-3035 3697-3032
Vibragéo de estiramento C-N 1259 1244-1010 1130-981 1278, 1130-977
Vibracao de flexdo e oscilagéo torcional

de NH3* 2289-2092 22952102
Vibragéo de flexéio assimétrica de NH3™ 1651

Vibragéo de flexéio simétrica de NH3™ 1556

Vibracéo de flexao em tesoura de NH, 1572 1566 1560
Vibracéo de oscilagéo N-H 704 900-721 904-731
Vibracéo de estiramento CH, 3003 2956 3028-2935 2970-2912
Vibracdo de dobramento de CH, de alcano 1417 1423 1469 1411 1413
Vibragéo de flexdo C-H 1344 1390 1336
Vibragéo de estiramento P=0 1138-1016 1244-1010 1130-981 1130-977
Vibrac&o de estiramento P-OH 968-904 937 947 943

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
Legenda: célula em branco indica que o evento nao foi observado



O espectro da solucdo de quitosana (FIGURA 11 e TABELA 2) apresentou
bandas caracteristicas aos grupamentos O-H, N-H, C-N, C-O-C, NHs*, CH2 e C-H,
que estdo condizentes com a estrutura da quitosana em meio &cido, a qual fica
protonada no grupamento amina (MUZZARELLI, 1973), conferindo caracteristica
cationica ao polimero. Além disso, as bandas encontradas condizem com a
literatura (KIILL, 2012; LI; HEIN; WANG, 2013; NAVES, 2018).

O espectro da solucdo de HPMCP (FIGURA 11 e TABELA 2) apresentou
bandas caracteristicas aos grupamentos O-H, anion carboxilato (COO"), C-O-C e
CH2, que estdo condizentes com a estrutura do HPMCP em meio alcalino, o qual
fica desprotonado no grupamento acido carboxilico, conferindo caracteristica
anidnica ao polimero. Além disso, as bandas encontradas estdo de acordo com a
literatura (PEDREIRO, 2015; WANG et al., 2005).

O espectro da solucédo tampéao (FIGURA 11 e TABELA 2) apresentou bandas
caracteristicas aos grupamentos O-H, jA que é solucdo aquosa, P=O e P-OH,
referentes ao fosfato, ja que o tampédo é um tampéao fosfato. As bandas encontradas
estdo condizentes com a literatura (SILVERSTEIN et al., 2014)

O espectro da obtido da solucéo de PG (FIGURA 11 e TABELA 2) apresentou
bandas caracteristicas aos grupamentos O-H, N-H, NHz, C-N, C=0 de &cido
carboxilico, CHs, CHz, C-H, P=0O e P-OH, que estdo condizentes com a literatura
(AYDOGAN et al., 2015; HARIKRISHNAN; BHOOPATHY, 2014; SULTANA et al.,
2015). Como a solucdo de PG foi preparada em tampao fosfato de s6dio com
pH=6,0, a PG se encontra na forma zwitteridénica, ja que seus pKa’s séo 4,2 e 10,6
(PUBCHEM, 2005), sendo esperado encontrar os grupamentos NHz* e COO". No
entanto, uma vez que a gota € depositada sob a pastilha de KBr e seca, a PG se
cristalizou na sua forma mais estavel, que é a sua forma nédo idnica, o que justifica
0 aparecimento das bandas referentes aos grupamentos NHz e COOH.

O espectro da NP VAZ (FIGURA 11 e TABELA 2) apresentou bandas
caracteristicas aos grupamentos O-H, N-H, NHz, C-N, C-O-C, C=0 de acido
carboxilico, CHz, CHsz, P=0O e P-OH. A banda entre 3658-3035 cm referente ao
estiramento O-H, sobreposta ao estiramento N-H, apresenta-se deslocada e mais
intensa que os polimeros QS e HPMCP isolados, indicando complexacao polimérica
da QS com o HPMCP, através de ligacdes de hidrogénio entre o grupamento NH3z*
e COO, respectivamente. As ligacbes de hidrogénio podem, ainda, ser

evidenciadas pela banda entre 3028 e 2935 cm. Ainda, observa-se banda em 1637
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cm?, referente ao dobramento angular de N-H da QS sobreposta a C=0 em
ressonancia com anel aromatico do HPMCP, indicando mais uma vez a formacéo
da matriz polimérica. Somado a isso, ocorre o0 aparecimento de banda de absor¢éo
na regido de 1566 cm™ referente a NH2, indicando que provavelmente, os
grupamentos aminas da QS interagiram com os grupamentos carbonilas do HPMCP
e formando NHz, o que é indicativo mais uma vez da formagdo do complexo
polieletrolitico (FIGURA 12). Também foi possivel observar banda na regido de 1411
cm?, mais intensa e deslocada dos polimeros isolados, referente a deformacéo
angular do O-H (QS e/ou HPMCP) sobreposta ao grupamento CHz, indicando que
a conformacéo dos polimeros isolados foi alterada, deixando o grupamento CH:2
mais exposto, sendo mais um indicativo da interacao entre os polimeros. Também
é possivel observar banda na regido de 1130 a 981 cm, referente ao grupamento
P=0 do fosfato sobreposto ao grupamento C-N e banda em 947 cm-?, referente ao
grupamento P-OH do tampéo fosfato sobreposta ao grupamento C=0, indicando
que o tampao ndo atua na complexacao polieletrolitica da NP. Esses achados vao
de encontro aos da literatura (KIILL, 2012; LI; HEIN; WANG, 2013; NAVES, 2018;
PEDREIRO, 2015; ROSCA et al., 2011,).

Figura 12 - Representacao da complexacao polieletrolitica entre QS e HPMCP

HPMCP

CH20R
OH

n
NHs*

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

O espectro da NP PG (FIGURA 11 e TABELA 2) apresentou bandas
caracteristicas aos grupamentos O-H, N-H, NHz, C-N, C-O-C, C=0 de &cido
carboxilico, CHz2, CHs, P=0O e P-OH. A banda entre 3697-3032 cm, referente ao

estiramento O-H, sobreposta ao estiramento N-H, apresenta-se deslocada e mais
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intensa que os polimeros QS e HPMCP isolados, indicando complexacéo polimérica
da QS com o HPMCP através de ligacdes de hidrogénio entre o grupamento NH3z*
e COO, respectivamente, e também complexacdo da PG com os polimeros
(FIGURA 13). As ligacdes de hidrogénio podem, ainda, ser evidenciadas pela banda
entre 2642 e 2555 cm. Também é possivel observar uma banda entre 2970 e 2912
cm?, referente a vibracdo de estiramento do grupo CHs, mais intensa do que nos
polimeros isolados e NP VAZ, indicando que a PG se complexa com os polimeros
e muda a conformacdo da particula. Ainda, observa-se banda em 1637 cm,
referente ao dobramento angular de N-H da QS e/ou PG sobreposta a C=0 em
ressonancia com anel aromatico do HPMCP, indicando mais uma vez a formacéo
da matriz polimérica, com a participacdo da PG, somado a isso, ocorre 0
aparecimento de banda de absorgcédo na regido de 1560 cm, referente a NHz,
indicando que, provavelmente, os grupamentos aminas da QS e/ou da PG
interagiram com os grupamentos carbonilas do HPMCP e/ou PG e formaram NHz,
0 que é indicativo mais uma vez da formacédo do complexo polieletrolitico com PG
(FIGURA 13). Também foi possivel observar banda na regido de 1413 cm, mais
intensa e deslocada dos polimeros isolados, referente a deformacao angular do O-
H (QS e/ou HPMCP e/ou PG) sobreposta ao grupamento CHz, indicando que a
conformacao dos polimeros isolados foi alterada, deixando o grupamento CH2 mais
exposto, sendo mais um indicativo da interacdo entre os polimeros com PG.
Também é possivel observar banda na regido de 1130 a 977 cm?, referente ao
grupamento P=0 do fosfato sobreposto ao grupamento C-N, e banda em 943 cm™,
referente ao grupamento P-OH do tampao fosfato, sobreposta ao grupamento C=0,

indicando que o tampao néo atua na complexacao polieletrolitica da NP PG.
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Figura 13 - Representacdo da complexacdo da QS com HPMCP e participacéo
da PG
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

No entanto, pela andlise do FTIR da NP PG, néo foi possivel observar se a
PG interagiu totalmente com os polimeros, uma vez que os grupos funcionais da
PG séo similares aos dos polimeros isolados, ndo sendo possivel a determinacao
da origem do grupo funcional. Sendo assim, outros testes sdo necessarios para esta

confirmac&o.

6.2.5 Analises térmicas

6.2.5.1 DSC

O teste de calorimetria exploratéria diferencial também foi empregado para
avaliar a forma de associacdo entre o farmaco e a nanoparticula, segundo
Schaffazick et al. (2003). A entalpia das amostras foi normalizada, para que néo
houvesse interferéncia de massa em quantidade de calor liberada, ja& que esses
parametros sédo diretamente proporcionais. A Figura 14 mostra os termogramas

DSC das NPs e dos seus componentes em solugéao (liofilizados).
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Figura 14 - Curvas de DSC das nanoparticulas e componentes da formulacéo,
obtidas sob fluxo de calor de 10°C/min, no intervalo de aguecimento
de 25-400°C, sob atmosfera dinamica de nitrogénio
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

A solucdo de quitosana (Sol. QS) apresentou 3 eventos com as seguintes
caracteristicas: o 1° evento é endotérmico com temperatura de pico de 63,3°C e
variacao de entalpia de -143,2 J/g, provavelmente correspondente a desidratacao
(agua utilizada para o preparo da solucdo de 4cido acético 0,1 M, que foi utilizada
para solubilizar a quitosana); o 2° evento é endotérmico e apresenta temperatura
de pico de 116,4°C e variacdo de entalpia de -454,6 J/g, provavelmente
correspondente a fusdo da quitosana; o 3° evento também é endotérmico e
apresenta temperatura de pico de 331,5 °C e variagédo de entalpia de -67,87 J/g,
provavelmente correspondente a formacdo de matriz polimérica (FIGURA 14).
Esses valores encontrados estdo de acordo com a literatura (HADY et al., 2019;
TAKSANDE; UMEKAR, 2018; THAI et al., 2020).

A solucdo de HPMCP (Sol. HPMCP) apresentou 3 eventos com as seguintes
caracteristicas: 1° evento € endotérmico e apresenta temperatura de pico de 66,3°C

e variacao de entalpia de -202,9 J/g, provavelmente correspondente a desidratacao
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(dgua utilizada para o preparo da solucdo de hidroxido de sodio 0,1M, que foi
utilizada para solubilizar o HPMCP); o 2° evento é endotérmico e apresenta
temperatura de pico de 116,7°C e variagcdo de entalpia de -496 J/g, provavelmente
correspondente ao HPMCP; o 3° evento também é endotérmico e apresenta
temperatura de pico de 326,7°C e variacao de entalpia de -101,9 J/g, provavelmente
correspondente a formacdo da matriz polimérica do HPMCP em meio alcalino
(FIGURA 14). No entanto, esses resultados sdo opostos aos encontrados na
literatura, que relatam que o HPMCP é amorfo e passa por transicdo vitrea em
145°C (ALBADARIN et al., 2017; WANG et al., 2005). Essa diferenca de resultados
pode ser explicada pela utilizacdo do HPMCP solubilizado em solucéo de hidroxido
de sodio e liofilizado, no presente estudo, e em sua forma de matéria-prima nos
estudos da literatura.

A solucéo tampao fosfato de sédio 0,2 M pH=6,0 (Sol. Tamp&ao) apresentou
6 eventos, com as seguintes caracteristicas: o 1° evento é endotérmico e
apresentou temperatura de pico de 77,4°C e variagdo de entalpia de -172,4 J/g,
sendo correspondente a ebulicdo da agua. A agua foi utilizada para o preparo da
solucédo tampdo; o 2° evento é endotérmico e apresenta temperatura de pico de
132,8°C e variacao de entalpia de -71,8 J/g, sendo correspondente provavelmente
a transicao de fase da amostra; o 3° e 0 4° eventos também sao endotérmicos e
apresentaram temperatura de pico respectivamente de 190,7°C e 198,9°C e
variacOes de entalpia respectivamente de 9,576J/g e -37,19 J/g, correspondentes
provavelmente ao tampéo fosfato de soédio 0,2 M pH=6,0; o 5° evento € exotérmico
e apresenta temperatura de pico de 226,7°C e variacao de entalpia de 77,67 J/g,
provavelmente correspondente a degradacao/oxidacdo da amostra; o 6° evento &
endotérmico e apresenta temperatura de pico de 324,8°C e variacao de entalpia de
-172,1 Jlg, provavelmente correspondente a formacdo do sal fosfato de soédio
(FIGURA 14).

A solucdo de PG (Sol. PG) apresentou 5 eventos, com as seguintes
caracteristicas: o primeiro evento endotérmico apresentou temperatura de pico de
95,3°C e variacao de entalpia de -265,9 J/g, sendo correspondente com a ebulicdo
da dgua presente na amostra. A agua foi utilizada para o preparo do tampéao fosfato
de sédio 0,2M pH=6,0, que foi o solubilizante da PG; o 2° evento endotérmico
apresentou temperatura de pico de 164,2°C e variacao de entalpia de -131,6 J/g,

sendo correspondente a fusdo da PG, j& que a presenca do tampéo fosfato de sédio
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0,2 M pH=6,0 fez com que o pico da fusdo da PG fosse deslocado para a esquerda,
ficando cerca de 22,8°C menores do que o relatado pela literatura (186°C — 188°C)
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2016); 0 3°e 0 4°
eventos endotérmicos apresentaram temperatura de pico de 189,0°C e 196,4°C
respectivamente e variacdo de entalpia de -3,08 J/g e 37,25 J/g respectivamente,
sendo correspondentes aos picos de tampéao fosfato de sodio 0,2 M pH=6,0, obtidos
pela andlise desta substancia isolada (FIGURA 14); o 5° evento endotérmico
apresentou temperatura de pico de 320,1°C e variacéo de entalpia de -132,8 J/g e
provavelmente é correspondente a formacdo de um sal entre a PG e o fosfato do
tampdo, ja que sais organicos apresentam cargas elétricas de sinais opostos,
ocorrendo forte atragdo eletrostatica entre os ions, sendo necesséaria grande
energia para romper esta atracdo, ocasionando ponto de fusdo e de ebulicdo
elevados (SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

A nanoparticula vazia (NP VAZ) apresentou 3 eventos endotérmicos com as
seguintes caracteristicas: 0 1° evento apresentou temperatura de pico de 59,0°C e
variacdo de entalpia de -74,5 J/g, provavelmente devido a desidratacdo (agua
presente na amostra, que foi utilizada para o preparo das solucbes de tampéo
fosfato, acido acético e hidroxido de sédio para o preparo das nanoparticulas); o 2°
evento apresenta temperatura de pico de 94,8°C e variacdo de entalpia de -255,8
J/g, que provavelmente é correspondente ao HPMCP e/ou a QS; o 3° evento
apresenta temperatura de pico de 297,9°C e variagdo de entalpia de -143,4 J/g,
provavelmente correspondente a interacdo polimérica formada (nhanocompdsito).
Outro fator que sugere a interacao polimérica é o deslocamento da temperatura dos
picos correspondentes as solugbes de polimeros isolados, para temperaturas
menores, no termograma da NP VAZ (FIGURA 14).

A nanoparticula de PG (NP PG) apresentou 4 eventos, com as seguintes
caracteristicas: 0 1° evento é endotérmico e apresenta temperatura de pico de
59,9°C e variacao de entalpia de -51,1 J/g, provavelmente devido a desidratacao
(agua presente na amostra, que foi utilizada para o preparo das solucdes de tampéo
fosfato, acido acético e hidroxido de sédio para o preparo das nanopatrticulas); o 2°
evento é endotérmico e apresenta temperatura de pico de 83,7°C e variacdo de
entalpia de -31,6 J/g, que provavelmente € correspondente ao HPMCP e/ou a QS;
0 3° evento é endotérmico com temperatura de 176,6°C e pico de e variacao de

entalpia de -421,6 J/g, correspondente a fusdo da PG deslocada em funcdo da



matriz polimeérica; o 4° evento também € endotérmico e apresenta temperatura de
pico de 324,5°C e variagdo de entalpia de -14,58 J/g, provavelmente
correspondente a interacdo polimérica formada (nanocompdésito) (FIGURA 14).
Outro fator que sugere a interacdo polimérica é o deslocamento dos picos
correspondentes as solucdes de polimeros isolados para temperaturas menores no
termograma da NP PG. Além disso, pelo fato de apresentar pico correspondente a
fusdo da PG no termograma da NP PG, sugere-se que a PG nao foi totalmente
incorporada a matriz polimérica ou ndo interagiu totalmente com os polimeros, ja
gue a auséncia de picos correspondentes ao ponto de fusdo do farmaco sao
indicativos que o farmaco encontra-se na forma amorfa e, portanto, molecularmente
disperso na matriz polimérica (SIPOS et al., 2008; SOARES et al., 2013). Essa
sugestdo de que a PG pode estar presente fora da matriz polimérica pode estar
associado a taxa de associacdo de 44% (item 6.2.2). Este fato também foi verificado
por Ghumman et al. (2019), no qual picos endotérmicos proximos a fusédo da PG
nas microesferas foram observados, indicando que a PG néo interagiu com a
mucilagem. J& Aydogan et al. (2015) e Taksande e Umekar (2018) notaram o
desaparecimento de pico endotérmico referente a fusdo da PG nas microesferas
preparadas, que foi associado a incorporacdo de PG na matriz polimérica. No
entanto, como o potencial zeta nao foi estatisticamente diferente entre as NP PG e
NP VAZ (item 6.2.1), ndo foi possivel confirmar por estes testes (DSC e potencial
zeta) se toda a PG foi incorporada a matriz polimérica. Seriam necessarios outros
testes, como o teste de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN),
gue néo foi possivel ser realizado, pois as NPs ndo se solubilizaram no solvente
para a realizacédo das analises.

Em resumo, pelos termogramas de DSC, sugere-se a formacdo das
nanoparticulas, tanto da NP VAZ quanto da NP PG, pela presenca de um evento
em alta temperatura, sugerindo a formagédo polimérica (SOLOMONS; FRYHLE,
2012) e, pela presenca de eventos correspondentes aos polimeros, com picos
deslocados. Além disso, a NP PG se diferenciou da NP VAZ pela presenca de PG,
que também se apresentou deslocado quando comparado com a PG em solucéo,
sugerindo que parte do farmaco esta incorporado a matriz polimérica e parte esta

livre.
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6.2.5.2 Termogravimetria (TG)

As analises da estabilidade térmica das NPs foram realizadas de acordo com
o item 5.2.6.2. A Figura 15 apresenta o comportamento térmico das NPs e dos seus

constituintes liofilizados.
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Figura 15 - Curvas TG e DTA de Sol. QS (A), Sol. HPMCP (B), Sol. Tampao (C), Sol. PG (D), NP VAZ (E) e

NP PG (F) obtidas em razdo do aquecimento de 10°C/min, no intervalo entre 25 a 550°C, sob

atmosfera dinamica de nitrogénio
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O termograma da solucédo de quitosana esta representada na Figura 15-A,
onde pode-se observar a perda inicial de massa de 35%, abaixo de 100°C, referente
a desidratacdo e perda acentuada de massa, a partir de 200°C, referente a
degradacdo da quitosana. Estes eventos de desidratacdo e degradacdo também
foram observados por Tabaraki e Sadeghinejad (2018). Além disso, os resultados
da Figura 15-A sédo condizentes com os resultados obtidos pela andlise de DSC
(item 6.2.5.1). Sendo assim, € possivel considerar a quitosana como termicamente
estavel até 200°C.

A Figura 15-B mostra o termograma da solu¢cdo de HPMCP, onde pode-se
observar a perda inicial de massa de 31%, referente a desidratacéo e perda de 12%
no intervalo de 250 a 320°C, referente a degradacdo do HPMCP, ndo apresentando
perda consideravel de massa até 450°C, sugerindo que este polimero é
termicamente estavel. Esses resultados também estdo condizentes com o0s
resultados obtidos pelo teste de DSC (item 6.2.5.1). Um perfil de
termodecomposi¢cao semelhante foi observado por Naves (2018).

O termograma da solucao tampéo fosfato de sédio pH=6,0 (FIGURA 15-C)
mostra perda de massa de 50% até 200°C e perda dos 50% restantes até 350°C,
sugerindo que a degradacdo do tampdo € praticamente continua, ou seja, néo
apresenta estabilidade térmica. Os resultados obtidos sdo condizentes com 0s
resultados de DSC (item 6.2.5.1).

A Figura 15-D mostra o termograma de Sol. PG, onde pode ser observado
gue ndo houve perda de massa significativa até 180°C, que é condizente com a
temperatura de fusdo da PG. A partir desta temperatura, a PG é completamente
degradada. Este perfil de termodecomposicdo da PG apos o seu ponto de fuséo
também foi observado por Ghumman et al. (2019). Além disso, os resultados obtidos
pelo termograma da Sol. PG sao condizentes com os resultados obtidos pelo teste
de DSC (item 6.2.5.1). Sendo assim, a PG pode ser considerada termicamente
estavel até 180°C.

O termograma da nanoparticula vazia (FIGURA 15-E) mostra perda inicial de
massa de 20%, referente a desidratagéo e perda brusca de massa a partir de 195°C,
sugerindo degradacdo da matriz polimérica formada, o que corresponde aos
resultados de DSC (item 6.2.5.1). A NP VAZ pode ser considerada como formulacéo

termicamente estavel.
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A Figura 15-F mostra o termograma da nanoparticula de PG, onde pode ser
observada perda inicial de massa de 25%, referente a desidratacdo, pode-se
observar também que ocorre perda de massa de 15% entre 150°C e 175°C,
referente & degradacdo da PG que ndo interagiu com a matriz polimérica,
condizente com a taxa de incorporacéo (item 6.2.2), além de perda significativa de
massa a partir de 200°C, sugerindo degradacéo da matriz polimérica formada, que
também pode ser observado nos resultados de DSC (item 6.2.5.1). A formulacao
NP PG pode ser considerada como termicamente estavel.

Em resumo, pela analise dos termogramas, também foi possivel sugerir a
formacdo de nanoparticulas, devido a presenca de eventos exotérmicos em altas
temperaturas, tanto na NP VAZ quanto na NP PG, além de sugerir que a PG nao
interagiu completamente com a matriz polimérica na NP PG, devido a presenca de
um evento endotérmico na regido proxima ao ponto de fusdo do farmaco. Ainda, foi
possivel sugerir que as formulacdes desenvolvidas sdo termicamente estaveis, pois
a maior perda de massa ocorre em altas temperaturas e, que as NPs sdo mais
estaveis que os polimeros isolados; ja que foi possivel observar o deslocamento do
pico de evaporacao de compostos volateis para temperaturas maiores (de 66°C nos
polimeros separados - para 147°C (NPs)). Esse perfil de deslocamento do pico,
correspondente a degradacao de substancias volateis para temperaturas maiores,
também foi observado por Naves (2018).

A avaliacdo do perfil de termodecomposicdo das NPs foi util para permitir a
escolha da temperatura de secagem para o teste de taxa de associacdo da PG a
NP (item 5.2.3) e para a secagem do plasma para os testes farmacocinéticos (item
9.4).
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6.2.6 Difragcao de raios-X

E importante analisar o estado de cristalinidade do farmaco dentro de uma
matriz polimérica, pois esta propriedade pode influenciar na solubilidade e,
consequentemente, na biodisponibilidade da formulagdo, segundo Yadav et al.
(2008). As amostras liofilizadas foram analisadas conforme o item 6.2.6.1. Os

difratogramas estéo representados na Figura 16.

Figura 16 - Difratogramas de raios X das NPs e dos seus constituintes

liofilizados
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

A Sol. QS apresentou picos de cristalinidade, sendo os mais intensos em
29,76° (1), 22,56° (2) e 19,1° (3) 26. E importante ressaltar que 0s picos
caracteristicos da QS (10° e 20° 26), que sao referentes aos cristais anidros de QS,
de acordo com Bhumkar e Pokharkar (2006), estdo presentes no difratograma do
presente estudo. Os outros picos de cristalinidade presentes no difratograma da
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Figura 16 possivelmente sdo referentes a estrutura formada entre a QS e o seu
diluente (acido acético 0,1 M pH=5,5).

A Sol. HPMCP apresentou picos de cristalinidade, sendo 0s mais intensos
em 29,76° (1), 22,54° (2) e 19,12° (3) 26. Provavelmente, esses picos sao
correspondentes a estrutura formada entre 0 HPMCP e o seu diluente (hidroxido de
sodio 0,1M pH=5,5), ja que Wang et al. (2005) relata que o HPMCP é um polimero
amorfo. Além disso, foi possivel observar que a Sol. de QS e a Sol. de HPMCP se
cristalizam de forma semelhante, pela correspondéncia dos picos no difratograma.

A Sol. tampéao liofilizada apresentou picos de cristalinidade, sendo os mais
intensos em 26,56° (1), 28,08° (2) e 26,56° (3) 26.

A Sol. PG apresentou picos de cristalinidade correspondentes com a PG
depositados no The Cambridge Structural Database (CSD, 2018) e com a Sol.
tampao, ja que foi preparada nesse diluente. Os picos mais intensos ocorreram em
9,58° (1), 16,52° (2) e 26,44° (3) 26.

A NP VAZ apresentou picos de cristalinidade, sendo os mais intensos em
21,06° (1), 19,04° (2) e 31,8° (3) 26. Foi possivel observar pelo difratograma, que a
NP VAZ apresenta forma cristalina, diferente dos polimeros de origem, indicando
que, pela complexacédo dos polimeros, houve formacao de nova estrutura cristalina,
segundo Pedreiro (2015). Além disso, como a forma cristalina da NP VAZ é diferente
da forma cristalina da NP PG, indica que a presenca do farmaco altera a forma
cristalina da NP, possivelmente pela interagdo com os polimeros da matriz.

A NP PG apresentou picos de cristalinidade, sendo os mais intensos em
31,96° (1), 23,2° (2) e 32,84° (3) 26. Foi possivel observar pelo difratograma, que a
NP PG apresenta forma cristalina diferente dos polimeros de origem e do farmaco,
indicando que pela complexacéo dos polimeros houve a formacao de nova estrutura
cristalina, de acordo com Pedreiro (2015). Além disso, 0s picos correspondentes a
PG estdo presentes, porém deslocados, indicando interacdo entre o farmaco e os
polimeros, e ainda que o farmaco nao foi totalmente incorporado a matriz polimérica,
ja que a presenca de picos referentes ao farmaco € indicativa de que ha farmaco
na sua forma cristalina na formulacdo (GHUMMAN et al., 2019). A presenca de PG
fora da matriz polimérica pode ser corroborada também pelos itens 6.2.2; 6.2.5.1 e
6.2.5.2.
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6.2.7 Estabilidade

O teste de estabilidade foi feito de acordo com o item 5.2.8. Os resultados do

sdo mostrados nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Avaliacdo do tamanho, polidispersédo e do potencial zeta das amostras
de NP PG e NP VAZ recém preparadas

Amostra Tamanho (nm) PDI Potencial zeta
(mV)

NP PG 435 0,215 +17,9

NP VAZ 436 0,244 +18,1

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
Legenda: NP PG: nanoparticula polimérica contendo pregabalina; NP VAZ: nanoparticula
sem pregabalina; PDI: indice de polidispersividade.

Tabela 4 - Avaliacdo do tamanho, polidispersédo e do potencial zeta das amostras
de NP PG e NP VAZ apés 30 dias do preparo, em meio aquoso,
armazenadas em temperatura de 25°C, sem contato com a luz e com a

atmosfera
Amostra Tamanho (nm) PDI Potencial zeta
(mV)
NP PG 411%** 0,156*** +18,2*
NP VAZ 865°°° 0,216°°° +18,0

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Legenda: NP PG: nanoparticula polimérica contendo pregabalina; NP VAZ: nanoparticula
sem pregabalina; PDI: indice de polidispersividade. Teste t de Student: *** p<0,0001; *
p<0,05 quando se comparou NP PG recém preparada com NP PG apo6s 30 dias. °°°
p<0,0001, quando se comparou NP VAZ recém-preparada com NP VAZ apds 30 dias

Apos 30 dias do preparo, foi possivel observar que o tamanho e o PDI da NP
PG reduziram significativamente (p< 0,0001 para ambos os parametros), quando
comparada a amostra recém-preparada. Além disso, o potencial zeta aumentou
significativamente (p< 0,05), quando comparada a amostra recém-preparada. No
entanto, o tamanho da NP VAZ apds 30 dias aumentou quase 2 vezes (p<0,0001),
quando comparada a amostra recém-preparada, o PDI reduziu significativamente
(p<0,0001) e o potencial zeta ndo se alterou (p>0,05). O grande aumento no
tamanho da amostra NP VAZ comparada a NP PG, apés 30 dias do preparo,
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permite inferir que o farmaco contribui para a estabilidade do tamanho da particula.
Por estes resultados é possivel concluir que as NPs ndo sdo estaveis em meio
aquoso, o que era esperado, ja que os polimeros vao se hidratando, ao ficar em
contato com a agua, e ocasionam o relaxamento das cadeias poliméricas, fazendo
com que as particulas alterem o seu tamanho, quando estdo armazenadas em meio
aquoso (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

Entretanto, mesmo ndo sendo estavel em meio aquoso, foi possivel observar
gue a modificagcdo de tamanho ndo foi observada nos testes NTA e morfologia,
realizadas 30 dias ap0ds o preparo e mantidas em meios aquosos. Além disso, essa
falta de estabilidade em meio aguoso nao influencia no presente estudo, pois, em
todos os experimentos que as NPs foram administradas em meio aquoso,
imediatamente apds 0 seu preparo.

6.3 LIBERACAO IN VITRO

A pregabalina de liberacdo imediata (Lyrica IR) é rapida e extensivamente
absorvida apés a administracdo oral, atingindo a concentracédo plasmatica maxima
dentro de 1 h apds a administracao da respectiva dose de jejum e a PG é absorvida
nas partes superiores do trato gastrointestinal, principalmente no duodeno (BEN-
MENACHEM, 2004, CHEW et al.,, 2014). Além disso, o teste de dissolucao
recomendado pela Farmacopeia Indiana, para capsulas de PG indica que o tempo
total de teste em meio acido é de 30 minutos, indicando que esta formulacdo exibe
liberagédo rapida (THE INDIAN PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2010). Portanto,
assumimos que a PG em solugcéao também tem um perfil de liberacéo rapida in vitro.

O estudo de liberagdo da NP PG foi realizado para avaliacdo do perfil de
liberac&o nos diferentes meios, simulando o meio géastrico (pH 1,2) e 0 meio entérico
(pH 6,8). A NP PG apresentou perfil de liberagcdo multifasico, liberando por volta de
27% de PG em 2 horas (meio gastrico). Em seguida, ocorre a segunda fase de
liberacdo (de 2 a 12 h em meio entérico), atingindo cerca de 78% de liberacéo apos
12 horas (FIGURA 17).

Ainda que a liberacdo de PG em meio acido tenha sido baixa, essa liberacéo
descaracteriza uma forma farmacéutica com propriedades gastrorresistentes,

conforme Barbosa et al. (2019). No entanto, mesmo que a liberacédo de NP PG seja



multifasica, obtivemos um sistema de liberacdo modificada e mais lenta de PG. Esse
mecanismo multifasico de liberacdo pode estar associado a interacdo entre os
polimeros e a PG (item 6.2.4), fazendo com que a PG fique mais presa ou mais
solta na malha polimérica. Este perfil de liberacdo lenta obtido é importante para
contribuir para a reducdo dos efeitos colaterais e prolongamento do efeito

antinociceptivo da NP PG.

Figura 17 - Percentual de massa acumulada de
PG liberada da nanoparticula ao
longo do tempo
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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7 CONCLUSOES PARCIAIS

a)

b)

d)

f)

O método de complexacdo polieletrolitica, utilizando QS e HPMCP, para o
preparo de formulacdo nanoestruturada contendo PG, permitiu a obtencéo de
NP PG com tamanho inferior a 500 nm, boa homogeneidade de tamanho de
particulas (PDI=0,238), com potencial zeta de +19 mV e com pH adequado para
a administrag&o por via oral (pH=5,7);

Por ser um método de simples execuc¢dao, utilizando matérias primas baratas,
possibilita que a forma farmacéutica final contendo nanoparticulas poliméricas
com pregabalina seja mais barata do que o comprimido de liberac&o controlada
de pregabalina disponivel comercialmente;

O método analitico desenvolvido por HPLC-UV, utilizando coluna de fase
reversa e fase movel isocratica, para a determinacdo de PG na formulacéo
atende todos os parametros de aceitacdo da RDC 27/2012, por apresentar-se
linear, preciso e exato;

A formulagcéo apresentou taxa de associacdo de PG de cerca de 44%, em
decorréncia da proporcdo de farmaco estar maior do que a proporcdo de
polimeros na formulacao, ja que se sabe que a proporcdo dos componentes
influencia diretamente na taxa de associacao;

As particulas apresentaram morfologia esférica, favoraveis para absorcao
guando administradas por via oral;

Na avaliacéo do perfil de liberacdo da formulacdo desenvolvida, a utilizacéo de
meio acido seguida por meio neutro, mimetizaram bem o efeito prolongado da
NP PG administrado por via oral. Nessas condicdes, ocorreu liberacéo de 78%
de PG em 12 horas. Portanto, este sistema apresentou um grande potencial em
controlar a liberagdo do farmaco, podendo ser opcao favoravel para a redugéo

da frequéncia de administracdes dessa substancia.
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CAPITULO 2 - FARMACOCINETICA

8 REFERENCIAL TEORICO

8.1 DEFINICAO

Farmacocinética (PK) é definida como o estudo quantitativo da disposicéo do
farmaco no organismo ao longo do tempo. A sua disposicdo compreende as acdes
compostas da sua absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo. Esses
processos podem contribuir para a toxicidade de uma substancia (LEHMAN-
McKEEMAN, 2008).

O conhecimento de PK, em modelos experimentais, € essencial para o
desenvolvimento de farmacos; permite entender os ensaios de toxicidade; permite
explicar algumas variabilidades interespécie relacionadas ao metabolismo de um
composto; decidir sobre o regime apropriado de doses; avaliar a predisposi¢do a
reacoes idiossincraticas e formacéo de metabdlitos reativos e antecipar a exposicao
da substancia em humanos; ainda auxilia na determinacédo da biodisponibilidade de
formulac@es diferentes. Além disso, em estudos clinicos permite a individualizacao
do tratamento para pacientes com doencas cronicas, principalmente digestiva,
circulatéria e renal (DIiPIRO et al., 2005; RANG et al., 2007).

Quando uma nova forma farmacéutica é proposta, estudos de performance
farmacocinética devem ser realizados para definir o efeito das mudancas das
caracteristicas fisico-quimicas da forma farmacéutica, para avaliar a sua poténcia,
seu limiar de toxicidade e seu uso seguro em humanos (RAVINDRAN et al., 2018).

O efeito farmacolégico ou toxico de uma substancia esta sempre relacionado
com a concentracdo desta substancia no sitio de acdo. Geralmente, os sitios
receptores dos farmacos estdo inacessiveis para estas quantificacdes ou estédo
amplamente distribuidos no corpo, fazendo com que medidas diretas ndo sejam
simples ou possiveis de serem realizadas. Entretanto, pode-se quantificar a
concentracdo da substancia em fluidos corporais, como sangue, plasma, urina,
saliva e outros fluidos facilmente amostraveis. Isso € possivel pela propriedade da

homogeneidade cinética, que descreve uma relagdo preditiva entre a concentracdo
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plasmatica do farmaco e a concentracdo desse farmaco no sitio receptor, de forma
gue se espera que alteracbes que ocorram na concentracdo plasmatica reflitam
alteracdes proporcionais das concentragcbes do farmaco nos outros tecidos.
Entretanto, as concentracdes plasmaticas e nos tecidos ndo sdo numericamente
iguais, mas apresentam boa aproximacdo entre elas, e sao diretamente
proporcionais as propriedades do farmaco e perfuséo dos tecidos (DiPIRO et al.,
2005; RANG et al., 2007; SANTOS et al., 2008).



9 METODOS

9.1 ANIMAIS

Foram utilizados 30 ratos machos, raca Wistar, pesando entre 220-250 g,
obtidos no biotério da Universidade Federal de Alfenas, com aprovacao pelo Comité
de Etica Animal local (Protocolo n°57/2016) (ANEXO A). Todos os animais foram
submetidos as mesmas condi¢cdes ficando em caixas de polipropileno, com o
maximo de cinco animais por caixa, mantidos em sala com temperatura (23°+2°C)
e umidade controladas (70%) e ciclo claro-escuro a cada 12 horas. Os animais
tiveram livre acesso a racdo e agua. Além disso, tiveram periodo de ambientacao
por 7 a 10 dias, antes de qualquer procedimento. As colheitas de sangue foram
iniciadas no periodo claro do ciclo circadiano. Quando as colheitas eram feitas no
periodo escuro, utilizou-se lampada vermelha de 15 Watts (W) para iluminacao do

ambiente.

9.2 MEDICAMENTOS E SUBSTANCIAS

Todas as substancias foram preparadas ou diluidas imediatamente antes da
administracdo. O volume administrado foi calculado com base no peso de cada

animal.

a) PREGABALINA (PG)
- Pregabalina, Musgo Farmécia de Manipulacao, Brasil.
- 10 mg/kg, via oral (V.0.), dose unica, em agua ultrapura
(RODRIGUES, 2016)
A dose de PG foi escolhida com base em estudos prévios da autora
(RODRIGUES, 2016). A dose escolhida ja apresenta efeito antinociceptivo e é

possivel a quantificacdo do farmaco.

b) NANOPARTICULA POLIMERICA COM PREGABALINA (NP PG)
- 10 mg de PG/kg, V.O., dose Unica (em NP preparada conforme o item

5.1.2, no dia da administracao)
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a) AGUA ULTRAPURA
- Veiculo da PG, V.0O., dose unica - volume correspondente ao
administrado de PG em solucéo
- Foi escolhida a utilizacdo de &gua ultrapura para mimetizar a

administracdo em seres humanos.

b) NANOPARTICULA VAZIA (NP VAZ)
- Veiculo da NP PG (nanoparticula sem PG, preparada conforme o item
5.1.2, no dia da administracdo), V.O., dose Uunica - volume

correspondente ao administrado de NP PG.

c) CETAMINA

- Cloridrato de cetamina 10% injetavel, Linavet, Brasil.
- 90 mg/Kg, intraperitoneal (I.P.) (CENTRO DE BIOTERISMO DA

UNIFAL-MG, 2018).

d) XILAZINA

- Xilazina injetavel, Hertape Calier Saude Animal S.A, Brasil.
- 10 mg/Kg, I.P. (CENTRO DE BIOTERISMO DA UNIFAL-MG, 2018).

e) HEPARINA
- Heparina sddica injetavel, Blau Farmacéutica S.A., Brasil.

- 2% em solucao de salina estéril.

f) ISOFLURANO
- Isoflurano, Cristalia, Brasil.
- 8%, inalatério - para a eutanasia do animal (CENTRO DE
BIOTERISMO DA UNIFAL-MG, 2018).

9.3 TESTES FARMACOCINETICOS IN VIVO DA NANOPARTICULA DE PG

O procedimento de canulacdo da veia jugular direita externa foi proposto

inicialmente por Harms e Ojeda (1974), para que varias colheitas sanguineas (no
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maximo 8 por animal) fossem realizadas para a avaliacdo dos perfis
farmacocinéticos da PG livre e PG nanoencapsulada.

As canulas foram preparadas previamente ao procedimento, conforme
descrito anteriormente (RODRIGUES, 2016).

Os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina, em seguida tiveram
as patas dianteiras presas a bancada, em decubito dorsal (FIGURA 18 A). Usando
a clavicula direita como guia, foi realizada uma inciséo cirurgica e a veia jugular
direita foi dissecada (FIGURA 18 B). A céanula, foi entdo inserida na luz da veia
jugular e a alca de parafilme foi fixada no musculo peitoral, para evitar que a canula
fosse removida do local (FIGURA 18 C). Em seguida, a canula foi passada
subcutaneamente até o topo da cabeca do animal, para evitar que o animal
estragasse a canula (FIGURA 18 D). A inciséo cirargica foi suturada com 4 pontos
simples. A céanula foi limpa com solucdo de heparina e a sua ponta externa foi
fechada com um né simples, até o momento da coleta. O animal foi colocado em

caixa separada, para evitar que outros animais removessem a canula.

Figura 18 - Representacdo esquematica da canulacao da veia jugular direita

Fonte: Aquino Janior (2019).

Legenda: A) fixacdo do animal em decubito dorsal; B) Incisdo cirirgica e dissecacéo
da veia jugular; C) canula na luz da veia e fixagdo da canula no musculo peitoral; D)
transpasse da canula até o dorso do animal.

Apés a canulacdo, 12 horas se passaram até que a administracdo das
substéancias e as colheitas de sangue fossem realizadas.

Para isso, os animais foram aleatoriamente divididos em 2 grupos (n=12 por
grupo): NP PG e PG e receberam as substancias recém-preparadas por via oral
(gavagem). Apds a administragcdo, foram realizadas colheitas de sangue (500 pL),
nos tempos 10; 30 minutos, 1; 1,5; 2,5; 4; 6; 8; 12; 24; 36 e 48 h. Foi realizada

reposicao de volume com solucéo fisiologica apds cada colheita; apos a ultima
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colheita, os animais foram eutanasiados por excesso de anestésico (isoflurano). A
morte foi confirmada pela auséncia dos sinais vitais e coloracdo das mucosas.

Apés a colheita, em tubos heparinizados, o plasma foi separado por
centrifugacéo e armazenado a -80°C até o momento da analise.

9.3.1 Método cromatogréafico de andlise de PG em plasma de rato

O método desenvolvido consistiu em confec¢cdes de curvas analiticas
utilizando metformina (500 ng/mL em acetonitrila) como padrao interno e padréo
secundério de PG (em metanol), em seis concentracdes crescentes entre 0,4-50
pHg/mL, que quando adicionadas a 100 pL de plasma branco (animais que nao
receberam a PG) correspondendo a 0,1- 12,5 pg/mL de plasma.

As amostras foram preparadas através da precipitacdo de proteinas com
acetonitrila (1:10 %v/v de plasma: acetonitrila), seguida por centrifugacao em alta
rotacdo (17800 g por 10 minutos). Apés a centrifugacdo, 900 pL do sobrenadante
foi retirado e seco sob vacuo a 80°C. O residuo foi ressuspendido em 200 uL de
fase movel (proporcao inicial do gradiente) e 50 pL foram submetidos a anélise
cromatografica (cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas).

Utilizou-se como fase movel acetonitrila: solucdo de formiato de ambnio 2
mM pH 3,0, em fluxo gradiente (condicao inicial 70:30 % v/v, mantida até 7 minutos,
seguida por reducéo linear da propor¢do da fase organica durante 1 minuto até
50:50 %v/v, que foi mantida por 5 minutos, para limpeza da coluna, seguida pelo
retorno linear das condi¢des iniciais, durante 1 minuto e estabiliza¢do da coluna na
condigdo inicial por 5 minutos), com fluxo constante de 0,2 mL/min. O pH da solugao
de formiato de amdnio foi ajustado utilizando-se acido férmico. Como fase
estacionaria utilizou-se coluna BEH HILIC ACQUITY UPLC (2,2mm x 50 mm x 1,7
pm), com forno a 50°C, detector UV com A=190 nm, com tempo de analise
cromatografica de 19 minutos.

A analise foi realizada com fonte ESI, em ionizagdo no modo positivo, com
monitorizacao das seguintes transi¢cdes de massa: 159,85 > 142,10; 159,85 > 97,20
e 159,85 > 83,20 para PG e 130,10 > 60,05; 130,10 > 71,05 e 130,10 > 68,00 para

a metformina (padréo interno). As condi¢cdes do espectrometro de massas foram:
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fluxo do gas nebulizador = 1,5 L/min; temperatura da DL = 250°C; temperatura do
bloco aquecedor = 400°C; fluxo do gas de secagem = 15 L/min.

O método de andlise desenvolvido para PG foi validado de acordo com a
RDC n°27/2012 (BRASIL, 2012a) (APENDICE C).

9.4 ANALISE FARMACOCINETICA

As concentracdes plasmaticas obtidas experimentalmente das colheitas
seriadas de sangue, ap6s quantificacdo segundo item 9.3.1 foram utilizadas para
calculo dos parametros farmacocinéticos. Foram calculados: biodisponibilidade
(representada pela area sob a curva - AUC, do inglés Area Under the Curve);
distribuicdo (representada pelo volume de distribuicdo - Vd) e eliminacéo
(representada pela meia-vida - ti2 e Clearance), de acordo com DiPiro et al. (2005).

A curva foi construida através da concentracdo plasmética versus tempo
(AUC%") e foi calculada através do método dos trapezoides, conforme Boroujerdi
(2002). A anélise farmacocinética foi realizada utilizando-se o add-in PKSolver, no
Microsoft Excel® (ZHANG et al., 2010). Para avaliacdo estatistica dos parametros
farmacocinéticos, foi aplicado o teste de Mann-Whitney bicaudado, para avaliacao
de diferencas entre os grupos, com intervalo de confianca de 95% e nivel de

significancia fixado em 5%.
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10 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 5 estdo expressos os valores calculados para os parametros

farmacocinéticos avaliados para PG (PG) e nanoparticula de PG (NP PG).

Tabela 5 - Pardmetros farmacocinéticos estimados apés administracéo oral de PG
e nanoparticula de PG (10 mg/Kg) em ratos (n= 6, para cada perfil).
Dados expressos como mediana, IC=95%

Parametro PG NP PG
AUC (°*) (ug/mL*h) 39,60 22,08 *
(82,55-24,25) (32,16-13,53)
Cmax (ng/mL) 6,56 3,48 **
(5,06-13,88) (5,70-1,40)

Tmax (h) 0,75 15
(0,5-4) (0,5-2,5)

Vd (L/Kg) 2,51 8,21 *
(1,82-6,44) (98,02-3,33)

tu2 (h) 7,03 10,01
(6,68-10,83) (178,35-7,42)
Cl (L/Kg/h) 0,25 0,46 *
(0,12-0,41) (0,31-0,74)

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
Legenda: Teste de Mann-Whitney bicaudado. * p<0,05, ** p<0,01.

Os perfis farmacocinéticos médios (n=6, para cada perfil), utilizando modelo

nao compartimental, estdo representados na Figura 19.
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Figura 19 - Perfil farmacocinético médio apds administracdo oral de PG e
nanoparticula de PG (10 mg/Kg) em ratos (n= 6, para cada perfil)
administrada em dose Unica em ratos.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Pela Tabela 5 e pela Figura 19 foi possivel observar que a biodisponibilidade
e a concentracdo plasmatica maxima da PG foram significativamente maiores do
gue na NP PG (p<0,05 e p< 0,01, respectivamente). Esse fato pode ser associado
a ndo-liberacdo completa da PG da matriz polimérica, j& que no item 6.3, apos 12
horas de liberacdo in vitro, 78,63% de PG tinha sido liberada. Essa reducdo da
biodisponibilidade e da concentracdo plasmatica maxima também foram
observadas no estudo realizado por Chew et al. (2014), utilizando comprimidos
revestidos para liberacdo controlada de PG (Lyrica CR®), quando a administracdo
foi feita em jejum. A reducédo foi observada também por Kim et al. (2020), utilizando
comprimidos triplamente revestidos, administrados em jejum ou apés alimentagéo
em beagles ou humanos. Também foi observada essa reducdo com a administragéo
de comprimidos gastro-flutuantes de PG para cédes em jejum (QIN et al., 2018). No
entanto, Ghumman et al. (2019) observaram aumento da biodisponibilidade e da
concentragdo plasmatica maxima, quando administraram microesferas de
mucilagem de inhame e alginato contendo PG. Kim et al. (2018) também
observaram um aumento de AUC e Cmax em uma das suas formulagdes,

desenvolvidas para comprimidos gastrorretentivos ndo-efervescente contendo PG.
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Além disso, 0 Tmax da NP PG foi 2 vezes maior do que na PG, indicando que
a nanoparticula desempenhou um papel de liberacdo controlada de PG. Esse
aumento do Tmax também foi observado por outros autores, que propuseram outras
formas farmacéuticas de liberagdo modificada de PG (GHUMMAN et al.,2019; KIM
et al., 2018; KIM et al., 2020; QIN et al., 2018).

Ainda, foi possivel observar que o volume de distribuicdo e o clearance foram
significativamente maiores na NP PG do que na PG (p<0,05 em ambos os
parametros) indicando que a NP PG permitiu maior distribuicdo da PG pelo
organismo, o que indica a saida farmaco do sangue, e depdsito em tecidos e 6rgaos,
modificando o Vd (MATHA et al., 2020). E natural que, com o aumento do volume
de distribuicdo, ocorra aumento no clearance, ja que esses dois parametros tém
relagdo proporcional. Além disso, 0 aumento do clearance impacta na redugéo da
biodisponibilidade (DiPIRO et al., 2005). No entanto, nenhum dos autores que
propuseram formas farmacéuticas de liberacdo modificada para PG, relataram os
valores de Vd e Cl calculados.

A meia-vida de eliminacdo da NP PG teve aumento de 3 horas em relacdo a
PG, indicando que a eliminagédo foi mais lenta no caso da nanoparticula. Outras
formas farmacéuticas de liberacdo controlada de PG também apresentaram tiz
maior do que a forma de liberacdo imediata (GHUMMAN et al.,2019; KIM et al.,
2018; KIM et al., 2020; QIN et al., 2018).

Os parametros de volume de distribuicdo e clearance, juntamente com a tiz,
sdo os parametros utilizados para a determinacdo dos regimes de dosagens
(DIPIRO et al., 2005). Um equilibrio entre esses parametros é necessario para evitar
efeitos colaterais e acumulo (MATHA et al., 2020).

Ainda, foi possivel observar pela Figura 19 que a liberacdo da PG da NP
ocorreu em 2 estagios. O primeiro com pico maximo em 1 hora e o segundo com
pico maximo em 8 horas. O primeiro estagio relaciona-se com a liberacdo imediata
de PG que nao estava na matriz polimérica, ja que a taxa de associacdo da PG
(item 6.2.2) foi de 44%. O segundo estagio € referente a liberacédo da PG da matriz

polimérica.



a)

b)

c)

11 ONCLUSAO PARCIAL

O método desenvolvido por UPLC-MS/MS e validado de acordo com a RDC
27/2012, para andlise de pregabalina em plasma, empregando coluna de
interacdo hidrofilica com fase movel em gradiente, apresentou-se linear,
seletivo, preciso e exato, além de possibilitar um baixo volume de plasma (100
HL) e um preparo de amostra simples e rapido;

O método de analise da PG permitiu analisar todas as amostras de plasma
coletadas até 48 h apds a administracéo de dose Unica de NP PG ou PG (ambas
na dose de 10 mg/Kg) em ratos machos;

A NP PG apresentou menor biodisponibilidade e menor concentragéo
plasmatica maxima do que a PG em solucdo, provavelmente em decorréncia
das caracteristicas da formulacdo desenvolvida. Ainda, a NP PG apresentou
maior distribuicdo no organismo, sugerindo um perfil farmacocinético de
circulagdo estendida. Além disso, a NP PG também apresentou um maior
clearance do que PG em solucdo. Os valores elevados desse parametro sédo
decorrentes do aumento do volume de distribuicdo e o clearance aumentado

impacta na reducéo da biodisponibilidade.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO DA EFICACIA DA NP PG

12 REFERENCIAL TEORICO

12.1 DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA DA DOR

De acordo com a IASP e tradugéo oficial da SBED, a dor é “uma experiéncia
sensitiva e emocional desagradavel, associada, ou semelhante aquela associada,
a uma lesao tecidual real ou potencial” (IASP, 2020; SBED, 2020).

A dor pode ser classificada temporalmente em aguda e cronica. A dor aguda
€ uma dor recente e de curta duracdo, induzindo sensacdo desagradavel ao
estimular a via nociceptiva, com objetivo de alertar o organismo contra alguma
ameaca a sua integridade. J& a dor crbnica se caracteriza por induzir alteragcdes e
adaptacdes que gerem e mantenham padrdes de dor de longa duracao, afetando
negativamente a qualidade de vida das pessoas, e ndo traz mais nenhum beneficio
ao organismo (BESSON, 1999; GEREAU et al., 2014; GOLD; GEBHART, 2010;
IASP, 2020; NATHAN, 1977; PIMENTA et al., 2001).

A dor também pode ser classificada de acordo com o0 seu mecanismo
fisiopatoldégico em: dor nociceptiva, dor inflamatéria, dor neuropética, dor mista e
dor disfuncional (nociplastica). A dor nociceptiva ocorre pela ativacao fisiol6gica e
direta dos nociceptores, através de agentes fisicos, quimicos, biolégicos e elétricos.
A dor inflamatéria é caracterizada pela agdo de mediadores inflamatoérios no sitio da
lesdo causada por trauma ou agentes infecciosos, podendo ser aguda ou cronica,
além de ser responsiva aos agentes anti-inflamatorios néo esteroidais e esteroidais.
A dor neuropéatica é uma condic¢ao cronica e é definida pela IASP como “dor causada
por lesdo ou doenga do sistema somatossensorial”, ou seja, é a lesdo ou disfungéo
do SNP ou do SNC, sendo melhor compreendida como ativagdo incomum da via
nociceptiva. Geralmente, este tipo de dor ndo responde adequadamente aos
analgésicos comuns. A dor mista se caracteriza por “uma sobreposicdo complexa
dos diferentes tipos de dor conhecidos (nociceptiva, neuropatica e nociplastica) em
qualquer combinacédo, atuando simultaneamente para causar dor na mesma area
corporal”. Qualguer um dos mecanismos pode ser clinicamente mais predominante

em qualquer tempo, tornando-a de dificil tratamento. Este tipo de dor pode ser
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aguda ou cronica. Ja a dor disfuncional ou nociplastica € “a dor que surge de
nocicepcao alterada, apesar de ndo existirem evidéncias claras de danos reais ou
potenciais nos tecidos que desencadeiem a ativagcdo de nociceptores periféricos ou
provas de lesdo ou doencgas no sistema somatossensorial que causem a dor”. Os
pacientes podem apresentar dor nociceptiva e dor disfuncional combinadas. O
exemplo mais classico de dor disfuncional € a fibromialgia (BRASIL, 2012b; DAVIS;
MOAYEDI, 2013; FREYHNHAGEN et al., 2019; IASP, 2020; SMALLWOOQOD et al.,
2013; YAM et al., 2018;).

Muito pouco se conhece sobre a epidemiologia da dor neuropética devido a
problemas préaticos de como definir e diagnosticar este tipo de dor. Ainda assim,
estima-se que a prevaléncia mundial de dor cronica seja de até 10%, de acordo com
Scholz et al (2019) e que a prevaléncia de dor neuropéatica mundial ocorra em torno
de 3 a 17%, conforme Cavalli et al. (2019). De acordo com Carvalho et al. (2018),
dos 27 345 dos brasileiros participantes do estudo, 76,17% séao acometidos por dor
cronica, que é definida por apresentar duracdo de pelo menos seis meses, que vai
de encontro com o achado na meta-analise realizada por Vasconcelos e Araujo
(2018) que encontraram que essa patologia acomete em torno de 29,3 a 73,3% da
populacao brasileira, variavel de acordo com o tipo de estudo realizado. Segundo
Carvalho et al. (2018), dos pacientes com dor cronica participantes do estudo, mais
de 68% apresentaram algum tipo de dor neuropética. Carvalho et al. (2018)
atribuem que a alta prevaléncia de dor crénica no Brasil, comparada com a
estimativa global, ocorre principalmente devido a diferenca do método utilizado para
a coleta de dados, pela diferenca dos paises investigados e pela diferente definicdo
de dor cronica utilizada para a realizagdo de cada estudo.

Segundo Cohen e Mao (2014), uma razao para a alta taxa de prevaléncia de
dor crbnica, particularmente de dor neuropatica, € a auséncia da efetividade dos
tratamentos. Este fato vai de acordo com o relato de Sheahan publicado no site
RELIEF sobre um assunto abordado no Congresso Mundial de Dor, organizado pela
IASP, em 2018, que diz que historicamente a dor neuropatica tem sido dificil de
diagnosticar e de tratar porque esta ndo € uma condi¢cdo de “tamanho unico”, que
ocorre da mesma maneira para todos os individuos. Além disso, relatou também,
que as taxas de falhas de medicamentos prescritos com maior frequéncia para o
tratamento de dor neuropatica, atingem cerca de 70% em alguns tipos dessa

patologia (SHEAHAN, 2018). Para Zilliox (2017), a maioria dos pacientes com dor



neuropatica ndo esta satisfeita com o tratamento, principalmente porque este tipo
de dor é frequentemente refratario aos tratamentos disponiveis e apresentam altas
taxas de efeitos colaterais.

Apesar das diferencas das estimativas epidemioldgicas, o fato mais relevante
€ que a dor € uma das razbes mais frequentes que ocasionam incapacidade e
sofrimento aos pacientes, alta incidéncia de busca por atendimento médico e
afastamento do trabalho. Em adicéo, € importante reconhecer que a dor neuropética
afeta muitos aspectos da vida diaria dos pacientes, além de estar associada a
problemas gerais de saude, sono de baixa qualidade, reducédo da qualidade de vida
e maior incidéncia de ansiedade e depressao. Ainda, pelo fato de a dor crbnica
ocasionar afastamento do trabalho, incapacidade temporaria ou permanente,
morbidade e elevados custos ao sistema de saude, a dor tem sido considerada um
problema de satde publica (BRANDAO JUNIOR; BESSET, 2015; BRASIL, 2001;
VASCONCELOS; ARAUJO, 2018; ZILLIOX, 2017;).

12.2 FISIOPATOLOGIA DA DOR NEUROPATICA

O componente fisioldgico da dor é chamado de nocicepg¢do e, consiste
basicamente de 4 elementos: transdugdo, transmissdo, transformagdo ou
plasticidade e percepcdo. De maneira resumida, a transducdo se inicia por um
estimulo externo nocivo (mecanico, térmico ou quimico), captados pelos receptores
de dor (nociceptores), que € convertido em sinal nociceptivo. Este sinal € entao
conduzido pelas fibras nervosas da periferia até a medula (neurdnios de primeira
ordem). Estes neurbnios podem ser de trés formas diferentes: fibras AB (fibras de
didmetro grande, mielinizadas e conduzem estimulos ndo nocivos); fibras Ad (fibras
de diametro médio, mielinizadas e conduzem estimulos mecanicos e nocivos, por
exemplo dor aguda) e fibras C (fibras de diametro pequeno, ndo mielinizadas e
conduzem estimulos lentos como o estimulo quimico e a dor difusa). Em seguida,
o sinal ascende pela medula até o tadlamo, através de neurdnios de segunda ordem
e entdo é conduzido por neurdnios de terceira ordem do talamo até o cortex
somatossensorial. Os neurdnios de terceira ordem formam uma complexa rede que
inerva o talamo, o mesencéfalo, o sistema limbico e a formagé&o reticular. Esses

centros nervosos sao responsaveis pela localizacdo e intensidade da dor, bem
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como seus aspectos afetivos e cognitivos. A comunicacdo da informacao
nociceptiva entre neurénios ocorre por meio de neurotransmissores, que podem ser
excitatorios (por exemplo: glutamato e substancia P) ou inibitérios (por exemplo:
GABA). Este processo de conduc¢édo do sinal nociceptivo € chamado de transmisséo.
A transformacéo ou plasticidade € o mecanismo que modula o SNC principalmente
pela ativacdo da via descendente da dor, que envolve as estruturas do cortex
somatossensorial, o nlcleo paraventricular do hipotalamo, a substéncia cinzenta
periaquedutal do mesencéfalo, nicleo magno da rafe e locus coeruleus, que inibem
0S neurdnios nociceptivos da medula. A percepcdo ocorre quando o sinal
nociceptivo € conduzido do talamo para o cortex cerebral, onde ocorre o
processamento, integrando respostas cognitivas e afetivas, desencadeando a
consciéncia da dor (COHEN; MAO, 2014; KLAUMANN et al., 2008).

O mecanismo de nocicepcdo esta esquematicamente representado pela

Figura 20.
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Figura 20 - Mecanismo representativo da conducdo da nocicepcao da periferia até
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evocada por estimulos normalmente ndo dolorosos) mecanica ou por frio (IASP,
2020; KLAUMANN, 2008; TREEDE et al., 2008).

A dor neuropatica € frequentemente classificada como central ou periférica,
dependendo do local da lesdo, causando a dor. Essa dor € proveniente da
sensibilizacdo do sistema nervoso, tanto periférico quanto central (KLAUMANN,
2008; ZILLIOX, 2017).

Quando ocorre a lesdo nos nervos periféricos, ocorre a inducao de descargas
rapidas e intensas, mesmo na auséncia do estimulo, ativando os receptores N-metil
D-aspartato (NMDA - receptor glutamatérgico). Logo apds o trauma, as
extremidades do nervo lesionado “aderem-se” ou “emitem novas conexdes”
aproximando-se de neuronios ndo lesionados, formando uma estrutura de
crescimento irregular denominada neuroma, que pode ser o centro direto ou indireto
(por neurbnios ndo lesionados) de descargas ectdpicas e espontaneas e
hipersensibilidade a estimulos mecéanicos. O dano neuronal desencadeia alteracéo
fenotipica, que estimula um aumento da expressao de peptideos pré-inflamatdérios;
também leva a um aumento do nimero de canais para sodio e calcio presentes no
local (responséaveis pelo influxo de ions e despolarizacdo da membrana,
ocasionando o impulso nervoso). Outras causas da sensibilizacéo periférica incluem
surgimento de neurdnios simpaticos no ganglio da raiz dorsal da medula e aumento
da capacidade de resposta frente a mediadores inflamatérios liberados pelas
células danificadas. Este processo € conhecido como sensibilizacdo periférica
(KLAUMANN et al., 2008; ZILLIOX, 2017).

A sensibilizacdo central refere-se ao aumento da excitacdo e reducao da
inibicdo do SNC associadas a dor neuropatica. Repetidas conduc¢des de impulsos
pelas fibras C periféricas resultam em excitabilidade aumentada da medula
espinhal. Em adicéo, lesdes nas estruturas do SNC podem alterar o processamento
sensorial (ZILLIOX, 2017).

E importante ressaltar que a dor apresenta componentes afetivos bastante
significativos em humanos. No entanto, a maioria dos modelos experimentais pre-
clinicos de dor considera a intensidade da sensacdo dolorosa como sendo
diretamente proporcional a amplitude da resposta comportamental do animal, por
NAo conseguir mencionar 0s aspectos psicoldgicos afetivo-emocionais que

influenciam a intensidade da dor percebida. Em animais, a dor €& mais



adequadamente definida como nocicepcao, que constitui 0 processo pelo qual um
animal responde a estimulos ditos nociceptivos (LOESER; TREEDE, 2008).

12.3 TRATAMENTO PARA DOR NEUROPATICA

Uma vez que a dor neuropatica costuma responder pouco ao tratamento
com analgésicos comuns, o tratamento preconizado para a dor neuropatica é
baseado principalmente no tratamento dos sintomas, seguindo a recomendacédo do
Grupo de Interesse Especial em Dor Neuropatica (NeuPSIG — do inglés The Special
Interest Group on Neuropathic Pain) da IASP: primeira linha — gabapentinoides
(gabapentina e pregabalina), antidepressivos triciclicos (ADT) (amitriptilina € a mais
prescrita) e inibidores da recaptacdo de noradrenalina e serotonina (ISRSN)
(duloxetina é a mais prescrita); segunda linha — opioides (tramadol, tapentadol),
lidocaina, capsaicina; terceira linha — opioides fortes (morfina e oxicodona) e toxina
botulinica do tipo A (BTX-A). A maioria dos tratamentos disponiveis para dor
neuropatica tem eficacia moderada e apresentam efeitos colaterais que limitam seu
uso (CAVALLI et al.,, 2019). O manejo farmacolégico preconizado para a dor
neuropatica esté descrito com mais detalhes na Figura 21.

Os melhores resultados dos gabapentinoides sédo obtidos nos tratamentos
de dor diabética, neuralgia pés-herpética, lesdo na medula espinhal e sindrome do
membro fantasma. Ja os ADT se mostram eficazes para o tratamento de neuropatia
dolorosa, dor por lesdo nervosa, neuralgia pés-herpética, dor pds-parto central e dor
apos a lesdo da medula espinhal (CAVALLI et al., 2019).
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Figura 21 - Manejo farmacologico preconizado para a dor neuropatica

Gabapentina 150-60 mg/dia Se ligam & subunidade a2-5 dos canais para calcio Letargia, vertigem, edema periférico, visao turva
dependentes de voltagem, reduzindo o influxo de Letargia, vertigem, edema periférico, aumento de
Gabapentinoides Pregabalina 300-3600 mg/dia célcio nas células peso

Inibem a recaptagao de serotonina e noradrenalina
nos terminais pré-sinapticos, além de exercerem efeito

sobre receptores colinérgicos, adrenérgicos e Efeitos anticolinérgicos, prolongagao do intervalo QT
ADT Amitriptilina 10-150 mg/dia histaminérgicos (arritmia), risco de suicidio, retencéo urinaria
Duloxetina 20-120 mg/dia Inibem a recaptagdo de serotonina e noradrenalina a Nausea, letargia, constipacdo, ataxia, boca seca
Primeira linha ISRSN Venlafaxina 150-225 mg/dia nivel sinaptico Nausea, vertigem, letargia, hiperidrose, hipertenséo
Tramadol 25-400 mg/dia Inibbem a transmissao nociceptiva através da ligagao Nause/vomito, constipacéo, letargia, convulsdes,
Opioides Tapentadol 50-600 mg/dia com receptores p-opioides pré e pds-sinapticos ataxia

Blogueia canais para Na” dependente de voltagem,
reduzindo localmente descarga nervosa espontanea e

Lidocaina 5% pomada ou gel ectopica Eritema local, prurido e erupgéo cuténea

Potente antagonista do receptor vaniloide transiente Dor, eritema, prurido, raros casos de pressao

Segunda linha Tratamento tépico Capsaicina 8% pomada tipo 1 (TRPV1 sanguinea aumentada
Morfina 10-120 mg/dia Nauseas, vomitos, constipacéo, sonoléncia e letargia
Inibem a transmissao nociceptiva através da ligagao Nauseas/vomitos, constipacao, letargia, controle
Opioides fortes Oxicodona 10-120 mg/dia com receptores opioides pré e pos-sinapticos respiratério
25-300 UBTX-A Inibe a exocitose sinaptica e, portanto, a transmissao

Terceira linha Neurotoxina Toxina botulinica A em salina 0,9% neural Dor no sitio de injecéo

Fonte: Adaptado de Cavalli et al. (2019)



Muitos estudos clinicos tem usado cetamina, memantina e antagonistas de
receptores NMDA para o manejo da dor neuropatica, no entanto, essas substancias
ainda nao foram aprovadas pelo FDA para esta finalidade. Ainda, pode-se observar
a utilizacdo de derivados da Cannabis sativa para a modulacao da dor neuropatica
e também a utilizacdo de técnicas de estimulacdo ndo invasiva do cérebro
transcraniano (CAVALLI et al., 2019).

Através dos estudos pré-clinicos, utilizando modelos animais para dor
neuropatica, tem sido observado novas abordagens para 0 manejo desse tipo de
dor, tais como: antagonistas do receptor de potencial transitério de anquirina 1
(TRPA1); agonistas de receptores da microglia (receptores purinérgicos);
medicamentos aprovados para outros usos, mas que apresentaram eficacia em
modelos de dor neuropética; compostos de origem natural, além da utilizacdo de
nanocarreadores. O uso desses sistemas de liberacdo baseados em
nanotecnologia se mostra promissor e com beneficios clinicos para o manejo da dor
(CAVALLI et al., 2019).

12.4 MODELOS EXPERIMENTAIS

Modelos animais sdo fundamentais para a compreensdao dos
mecanismos envolvidos na dor neuropética (central ou periféricos) e para o
desenvolvimento de terapias eficazes e adequadas para o seu manejo, ja que a
avaliacdo da dor neuropatica é complicada, uma vez que a etiologia e as
manifestacdes séo variadas e a maioria dos estimulos necessarios para induzir esse
tipo de dor em humanos produz danos nervosos irreversiveis, pelos proprios
mecanismos fisiopatologicos. Além disso, modelos animais sao importantes, pois
permitem compreender melhor sobre o mecanismo de funcionamento dos
farmacos, possibilitando a realizag&o de estudos pré-clinicos (JAGGI; JAIN; SINGH,
2011; SHEAHEN, 2018; SOUSA et al., 2016).

Diferentes modelos animais tém sido desenvolvidos para mimetizar as
diferentes etiologias e, consequentemente, a diversidade de manifestacdes da
neuropatia, que incluem: lesao periférica ou central; dor neuropéatica induzida por
quimioterapicos; dor neuropatica induzida por cancer e virus da imunodeficiéncia

humana (HIV - do inglés human immunodeficiency virus); dor neuropatica poés-
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herpética; dor neuropatica induzida por diabetes e ingestdo cronica de etanol,
neuralgia do trigémeo e dor neuropatica orofacial (JAGGI; JAIN; SINGH, 2011;
SOUSA et al., 2016). Os principais modelos utilizados estdo resumidos na Figura
22.

Somado a isso, os modelos baseados em ligaduras de nervos periféricos séo
0S mais comumente utilizados, pois apresentam como vantagem a facilidade e
rapidez do procedimento. Dentre estes, o modelo de constricdo cronica do nervo
citico (CCl) é um dos mais empregados (CHAPLAN et al., 1994; JAGGI; JAIN;
SINGH, 2011; SOUSA et al., 2016).



Figura 22 - Principais modelos animais de dor neuropatica
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Axotomia
Constricéo cronica do ciatico (CCI)

Constricéo parcial do ciatico
(modelo de Seltzer)

Ligadura dos nervos espinhais

Lesé&o poupadora de nervos
Transsecgao dos nervos tibial e sural
Ligacéao do nervo fibular comum
Crioneurdlise citica

Resseccao do tronco caudal

Neurite inflamatéria do ciatico

Les&o do cidtico induzida por baldo

Les&o do ciatico induzida por fotoquimica
Les&o do cidtico induzida por laser
Lesé&o espinhal por contusédo

Lesé&o excitotxica da medula espinhal

Leséo fotoquimica da medula espinhal
Hemissecgéo espinhal
Indugdo medicamentosa

a) Agentes anticancer (vincristina, cisplatina,

oxaliplatina, paclitaxel)
b) Agentes anti-HIV (2,3-dideoxicitidina,
didanosina)

Neuropatia induzida por diabetes

a) indugdo por estreptozotocina

b) modelos genéticos

Modelos de dor por cancer

a) neoplasia nos ossos fémur, calcaneo,
tibia e tmero

b) dor neuropética do cancer

c) cancer de pele

Neuropatia induzida por HIV

Neuralgia p6s-herpética
a) virus Varicella zoster
b) virus Herpes simplex
¢) modelo nao viral

Neuropatia alcodlica
Neuropatia induzida por piridoxina

Neuralgia do trigémeo

Neuropatia orofacial
Neuropatia induzida por acrilamida

Transeccéo completa do nervo ciatico Ratos

4 ligaduras frouxas ao redor do nervo ciatico Ratos e camundongos
Ligadura apertada de 1/3 a 1/2 do nervo ciatico Ratos e camundongos
a) Ligadura apertada dos nervos L5/L6 a) Ratos

b) Ligadura apertada do nervo L7 b) Macacos

Axotomia dos nervos tibial e fibular comum Ratos e camundongos

Axotomia dos nervos tibial e sural Ratos
Ligacéo do nervo fibular comum Camundongos
Congelamento do nervo ciatico Ratos

Ressecc¢éo do tronco caudal Ratos e camundongos

Injegdo de zimosan e fator de necrose tumoral (TNF-a) ao
redor do nervo
ciatico Ratos e camundongos

Implantacéo de um baldo de polietileno ao redor do nervo ciatic Ratos e camundongos
Trombose em pequenos vasos que suprem o nervo ciatico por

corante

fotossensibilizante e laser Ratos e camundongos
Reducéo do suprimento sanguineo do nervo citico mediada po Ratos
Deixar cair um peso sob a medula espinhal exposta Ratos e camundongos

Injegdes intraespinhais de aminoacidos excitatérios Ratos e camundongos

Trombose nos vasos que suprem a medula espinhal por

corante
fotossensibilizante e laser Ratos
Laminectomia dos segmentos T11-T12 Ratos

Les&o direta dos farmacos nos nervos periféricos Ratos e camundongos

Alterag6es nos nervos induzidas por hiperglicemia persistente Ratos e camundongos

a) Inoculagdo de células cancerosas nos respectivos 0Ssos
b) Crescimento de um tumor nas proximidades do nervo ciatico a) Ratos e camundongos
c) Injecéo de células de melanoma na regido plantar da pata  b) Camundongos

traseira
Inoculag&o da proteina gp120 ao nervo ciatico

a) Injecdo de células virais na aimofada da pata
b) Deplecéo de capsaicina sensivel

c) Aferentes com resiniferotoxina

Administragéo de etanol por periodo prolongado
(cerca de 70 dias)

Administracéo de piridoxina por longos periodos
a) Compresséo do ganglio do trigémeo
b) Lesé&o por constri¢ao cronica do nervo infraorbital

Injecdo de formalina, carragenina nas articulacdes
temporomandibulares
e maxila

Administragdo de acrilamida por periodo prolongado

Fonte: Traduzido de Jaggi, Jain, Singh (2011).

12.4.1 Constrigcdo crbénica do nervo ciatico (CCl)

¢) Camundongos
Ratos

a) Ratos e camundongos
b) Ratos
c) Ratos

Ratos
Cachorros e ratos

a) Ratos
b) Ratos

Ratos e camundongos
Ratos

Bennet e Xie (1988) propuseram inicialmente esse método para inducéo de

dor neuropética, o qual consiste na colocagao de quatro ligaduras (nés) frouxas ao
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redor do nervo ciatico, imediatamente antes da sua trifurcacdo, ndo muito
apertados, de maneira que a irrigacao epineural ndo seja interrompida (FIGURA
23).

Figura 23 - Diagrama esquematico ilustrando a
posicdo das ligaduras no modelo CCI
Nno nervo ciatico

Rostral
Periférico e Central

Caudal

Nervo fibular comum e

Nervo espinhal Meduls espinhal

Nervo tibin] e
Nervo surnl e

(T x4 ligaduras)

Fonte: Traduzido de Austin, Wu e Moalem-Taylor (2012).

Esta constricdo do nervo ciatico esta associada a edema intraneural,
isquemia focal e degeneracdo Walleriana (degeneracdo neural progressiva), que
sdo decorrentes de reacdo imune desencadeada pelo fio de sutura da ligadura.
Esses processos suscitam sinais comportamentais de dor espontanea, similares
aos observados em humanos, como protecdo e/ou excesso de lambidas da pata
lesada, mancar da pata traseira lesionada ou ainda evitar colocar peso do lado da
lesdo. Além disso, nesse modelo ocorre o aparecimento de dor evocada por
estimulo mecéanico ou térmico, que qualifica a hiperalgesia mecéanica e térmica,
hiperatividade quimica e alodinia (dor devido a um estimulo que normalmente ndo
provoca dor) ao frio na primeira semana apos a inducdo e ocorre alteracdo dos
parametros posturais assimétricos relativos a dor maxima durante a segunda
semana da cirurgia. Estas alteracdes permanecem por pelo menos 7 semanas apos
a CCI (BENNET; XIE, 1988; DOWDALL; ROBINSON; MEERT, 2005).

Além disso, um estudo eletrofisiol6égico no modelo de CCI feito por Gabay et

al. (2004) demonstrou que este modelo ocasiona lesdo nervosa parcial que
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desencadeia sensibilizacdo das fibras Ad e C, que desempenham um papel
importante na iniciagcdo e na manutencdo do comportamento doloroso.

Ainda, segundo Bennet e Xie (1988), o modelo de CCI produz
mononeuropatia periférica unilateral e que os sintomas observados neste modelo
correspondem a causalgia ou sindrome complexa regional em humanos.

De acordo com Chaplan et al. (1994), as limitacbes deste modelo sdo
decorrentes das variacdes de procedimento, tais como tensao exata das ligaduras
e a fracdo precisa do nervo a ser ligado, desencadeando tanto diminuicdo da
reprodutibilidade do estado neuropatico resultante (inicio, duracdo e intensidade)
guanto reducdo da garantia de produzir uma mudanca previsivel em todos os

animais.

12.4.2 Modelo para avaliagao da resposta antinociceptiva

Para avaliar as alteracbes comportamentais resultantes de cada modelo de
nocicepcao, técnicas de mensuracdo foram criadas. As principais técnicas de
avaliacao da resposta nociceptiva estdo sumarizadas na Figura 24.

Chaplan et al. (1994) observaram que a alodinia tatil (semanticamente
equiparado a alodinia mecéanica) € um componente mais visivel da dor neuropética
e, sendo assim, provavelmente este € um componente clinicamente mais importante
da dor neuropatica. Uma das técnicas bastante utilizada para avaliacdo da alodinia

mecanica é o teste de von Frey de filamentos.
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Figura 24 - Modelos para avaliacdo da resposta antinociceptiva

Contor¢des abdominais induzidas por acido
acético Nocicepcao manifesta por injecao
0,1N Quimico de agente algésico Whittle et al. (1964)

Nocicepg¢ao manifesta por injecdo
Teste da formalina Quimico de agente algésico Hunkskaar; Hole (1987)

Nocicepcao manifesta por reflexo
Teste da placa quente (hot plate) Térmico da retirada da pata Kuraishi et al. (1983)

Nocicepcao manifesta por reflexo
Teste da retirada da cauda (tail flick) Térmico da retirada da cauda Kuraishi et al. (1983)

Hiperalgesia térmica pro fonte de luz
Teste de Hargreaves Térmico infravermelha na pata traseira Hargreaves et al. (1988)

Hiperalgesia mecanica por presséo
Teste de Randall-Selitto Mecénico crescente na pata Randall; Selitto (1957)
von Frey (1896) - filamento
Jensen et al. (1986) - eletrénico

Hiperalgesia mecéanica por presséo Moller; Johansson; Berge (1998) -
Teste de von Frey (filamento e eletrénico) Mecanico crescente na pata eletrénico
Hiperalgesia mecanica por presséo Randall; Selitto (1957), modificado po
Teste de Randall-Selitto modificado Mecénico crescente na pata Ferreira; Lorenzetti; Correa (1978)

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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12.4.2.1 Teste de von Frey de filamentos

O uso de filamentos de von Frey tem sido empregado para avaliagdo da
sensibilidade tecidual frente a um estimulo mecénico na clinica médica e em
experimentos laboratoriais. Neste Ultimo grupo, 0 uso mais observado € quando se
objetiva investigar a acdo antinociceptiva das substancias (SILVA et al., 2013; VON
FREY, 1896).

A sua vantagem € a inexisténcia da administracdo de outras substancias
quimicas (algésicas) concomitantes ao tratamento e a capacidade de determinar
com preciséo e seguranga o limiar de retirada da pata em animais acordados e sem
contencéo parcial (CHAPLAN et al., 1994; GRAVA et al., 2010).

12.4.3 Modelos para caracterizacao da atividade farmacoldgica no SNC

Os testes que caracterizam a atividade de substancias no SNC tém por
objetivo avaliar o comportamento de animais apds a administracdo dessas
substancias. Nestes testes sao realizados o monitoramento do comportamento para
identificar uma possivel alteracdo no comportamento convencionado como normal,
gue pode ser sugestivo de alteracao na atividade do SNC. Como exemplo destes
testes, destacam-se o modelo de rota-rod, o modelo de campo aberto e o teste de
sono induzido por barbitarico (ALMEIDA et al.,, 1999; OLIVEIRA et al., 2008;
PANCZYK et al., 2018; RAHMAN et al., 2015).

12.4.3.1 Teste de rota-rod

O teste de rota-rod foi proposto inicialmente por Dunham e Miya (1957) e
consiste em colocar o animal em uma barra giratéria elevada por um determinado
periodo a fim de verificar a sua capacidade de equilibrar-se e permanecer sobre
esta barra. A alteracao da coordenacao motora € indicada pela inabilidade do animal

em permanecer na barra giratorio pelo periodo estabelecido.
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Rosland, Hunskaar e Hoole (1990) relatam que a maioria dos testes de
nocicepcdo em animais dependem de respostas motoras. Entdo, a avaliacédo

motora deve ser realizada para que o efeito antinociceptivo seja validado.

12.4.3.2 Teste de campo aberto

O teste de campo aberto foi inspirado nas propostas de Hall (1934) e validado
por Archer (1973) e consiste em colocar o animal no centro de uma arena quadrada
ou circular e avaliar o seu comportamento locomotor, através dos parametros de
distancia percorrida, tempo de imobilidade, frequéncia que o animal usa as patas
dianteiras para limpeza (grooming ou autolimpeza), numero de vezes que o animal
se levanta sob as patas traseiras (rearing ou exploracédo vertical) (HALL, 1934;
ARCHER, 1973).

Este teste tem sido bastante utilizado para avaliar efeitos sedativos ou
depressores de substancias sobre o SNC, uma vez que o animal em seu estado
ativo do SNC tende a explorar o local (distancia percorrida e rearing maiores).
Sendo assim, quando uma substancia apresenta efeito depressor do SNC, ocorre
uma reducdo do comportamento locomotor, ou seja, 0 animal tende a ficar mais
letargico, explorando menos o ambiente (reducdo da distancia percorrida e do
rearing) e tende a ficar mais tempo imével (CORREA et a., 2003; MEDEIROS et al.,
2018; OLIVEIRA et al., 2008; REZVANI et al., 2011).
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12.4.3.3 Teste de sono induzido por barbitaricos

O teste de sono induzido por barbituricos foi proposto inicialmente por Carlini
e Burgos (1979) e consiste na administracdo de algum barbitlrico (que é
conhecidamente um depressor do SNC) apds a administracdo da substancia em
teste, para inducédo do sono e avaliacdo do tempo de sono. Este teste € bastante
utilizado para a verificagdo de atividade depressora e/ou sedativa de farmacos ou
extratos de plantas, por ser um teste especifico. Além disso, este teste baseia-se
no fato de que, em geral, os farmacos depressores do SNC aumentam o tempo de
sono induzido por barbittricos (OLIVEIRA et al. 2008; MEDEIROS et al., 2018).
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13 METODOS

13.1 ANIMAIS

Foram utilizados 120 ratos machos, raca Wistar, pesando entre 220-250 g,
obtidos no Biotério da Universidade Federal de Alfenas, aprovado pelo Comité de
Etica Animal local (Protocolo n°57/2016) (ANEXO A). Todos os animais foram
submetidos as mesmas condi¢cdes ficando em caixas de polipropileno, com o
maximo de cinco animais por caixa, mantidos em sala com temperatura (23°+2°C)
e umidade controladas (70%) e ciclo claro-escuro a cada 12 horas. Os animais
tiveram livre acesso a racao e agua. Além disso, os animais foram ambientados nas
caixas por 7 a 10 dias antes de qualquer procedimento. Todos 0s experimentos
foram efetuados dentro do ciclo circadiano dos animais, respeitando o ciclo claro,

compreendido entre o periodo de 7 e 19 horas.

13.2 MEDICAMENTOS E SUBSTANCIAS

Todas as substancias foram preparadas ou diluidas imediatamente antes da
administracdo. O volume administrado foi calculado com base no peso de cada
animal.

a) PREGABALINA (PG)
- Pregabalina, Musgo Farmécia de Manipulacao, Brasil.
- 10 mg/kg, via oral (V.0.), dose Unica, em &gua ultrapura
(RODRIGUES, 2016)

A dose de PG foi escolhida com base em estudos prévios da autora
(RODRIGUES, 2016). A dose escolhida ja apresenta efeito antinociceptivo e é

possivel a quantificacdo do farmaco.

b) NANOPARTICULA POLIMERICA COM PREGABALINA (NP PG)
- 10 mg de PG/kg, V.O., dose Unica (em NP preparada conforme o item
5.1.2, no dia da administracao)
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c) AGUA ULTRAPURA
- Veiculo da PG, V.O., dose Unica - volume correspondente ao
administrado de PG em solucéo
- Foi escolhida a utilizacdo de agua ultrapura para mimetizar a

administracdo em seres humanos.

d) NANOPARTICULA VAZIA (NP VAZ)
- Veiculo da NP PG (nanoparticula sem PG, preparada conforme o
item 5.1.2, no dia da administracdo), V.O., dose Unica — volume

correspondente ao administrado de NP PG.

e) CETAMINA

- Cloridrato de cetamina 10% injetavel, Linavet, Brasil.
- 90 mg/Kg, intraperitoneal (I.P.) (CENTRO DE BIOTERISMO DA

UNIFAL-MG, 2018).

f) XILAZINA

- Xilazina injetavel, Hertape Calier Saude Animal S.A, Brasil.
- 10 mg/Kg, I.P. (CENTRO DE BIOTERISMO DA UNIFAL-MG, 2018).

g) TIOPENTAL
- Tiopental sodico, Cristalia, Brasil.
- 40 mg/kg, em &gua para injecéo, I.P. (CENTRO DE BIOTERISMO DA
UNIFAL-MG,2018).

h) ISOFLURANO
- Isoflurano, Cristélia, Brasil.
- 8%, inalatorio - para a eutanasia do animal (CENTRO DE
BIOTERISMO DA UNIFAL-MG, 2018).
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13.3 AVALIACAO DO EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA NP PG

Para a avaliacdo do efeito antinociceptivo da nanoparticula de PG foram
utilizados 48 animais, os animais (n= 12 por grupo, 6 operados e 6 falso-operados
ou sham) foram aleatoriamente divididos em 4 grupos: NP PG; PG; NP VAZ e AGUA
e foram submetidos a constricdo cronica do nervo ciatico, como descrito por Bennet
e Xie (1988), para inducéo de dor neuropatica.

Resumidamente, os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina e
o efeito anestésico foi confirmado antes do inicio do procedimento cirdrgico. Em
seguida, o animal foi colocado em decubito ventral e o nervo ciatico direito foi
exposto (imediatamente antes da sua trifurcacéo). Quatro ligaduras foram feitas ao
redor do nervo utilizando fio de sutura de seda, distantes entre si cerca de 1 mm.
Cada ligadura foi feita com um né duplo, ligeiramente apertado até que o n6é nao
deslizasse pelo nervo e ndo interrompesse o fluxo sanguineo epineural (FIGURA
23 e FIGURA 25). O nervo foi recolocado na sua posi¢cdo anatbmica e a incisao foi
fechada e limpa. Para os animais sham nédo houve colocacéo da ligadura, somente
a exposicdo do nervo. Os animais ficaram em observacdo até o retorno da

anestesia.
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Figura 25 - Procedimento cirurgico de CCI

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
Legenda: A) exposicdo do nervo ciatico; B)
Ligaduras de seda ao redor do nervo ciatico

Para a avaliacdo experimental da resposta nociceptiva, 0s animais passaram
por testes de alodinia mecéanica (avaliagcdo do limiar de retirada da pata). A avaliagéo
do limiar de retirada da pata foi feita por meio do aparato de teste, que consiste em
caixas individuais de acrilico sobre uma grade de metal que d&4 acesso a pata, e de
filamentos de von Frey, cujos diametros dos filamentos sao calibrados para induzir
forca especifica: 0,6, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 26 e 60g (FIGURA 26 e 27).

A avaliacdo da alodinia mecanica foi realizada conforme descrito por Detlof
et al. (2010), que resumidamente consiste na aplicacdo de uma série de filamentos
com diferentes diametros na regido plantar da pata direita traseira do animal, de
forma perpendicular a pata (FIGURA 28), por seis segundos. Foi considerado como
indicativo do limiar de retirada a atitude de retirada da pata. Foram efetuados seis
estimulos na pata direita (ipsilateral), iniciando por um filamento intermediario (69)
que seguido de resposta positiva era sucedido do filamento anterior (forca menor)
e seqguido de resposta negativa era sucedido pelo préximo filamento (for¢ca maior),
até que fossem completados os seis estimulos (DIXON, 1980). A pata esquerda
(contra lateral) ndo foi avaliada.
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Figura 26 - Animais no aparato de teste

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Figura 27 - Filamentos de von Frey para animais
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Figura 28 - Diagrama da area plantar da pata utilizada
para a avaliacao da alodinia mecénica

Fonte: Adaptado de Austin, Wu e Moalem-Taylor (2012).

Primeiramente, os animais foram colocados individualmente no aparato
(FIGURA 26) e mantidos por 30 minutos para a aclimatacdo ao ambiente para que
entdo fosse dado inicio ao experimento.

A avaliagao da alodinia mecéanica foi realizada com base em experimentos
prévios, descritos anteriormente pela autora (RODRIGUES, 2016), imediatamente
antes do procedimento cirdrgico (medida basal — MB), no 14° dia p&s-operatério,
onde os animais apresentam a maior alodinia mecéanica (ou seja, o menor limiar
nociceptivo, determinado por experimento prévio) (RODRIGUES, 2016), e neste dia
foram administradas as substancias (PG, NP PG, NP VAZ e agua) e o limiar
nociceptivo foi avaliado 1, 2:15, 4 e 8 h ap6s a administracdo das substancias no
14° dia (RODRIGUES, 2016). A avaliacédo do limiar nociceptivo foi feito também 24,
48, 72, 96, 120, 144 e 168 h apos a administracdo das substancias, ou seja, do 15°
ao 21° dia apOs a administracdo das substancias, com intervalos de 24 horas
(FIGURA 29). As avaliagBes sempre ocorreram no periodo claro do ciclo circadiano,

com inicio sempre as 8 horas.
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Figura 29 - Delineamento experimental do protocolo de medidas do limiar
nociceptivo
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Legenda: Primeiramente, o limiar basal (MB) de cada animal foi obtido. Depois, a dor
neuropatica foi induzida por CCIl ou sham e novas medidas do limiar nociceptivo foram
realizadas do 14° ao 21° dia apGs a CCI, com intervalos de 24 horas. As substancias
foram administradas por via oral, em dose Unica, no 14° dia apés a CCl e o limiar
nociceptivo foi avaliado apés 1, 2:15, 4, 8, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas da
administracdo das substéancias.

Os resultados obtidos foram comparados por testes estatisticos, utilizando
intervalo de confianca de 95% e nivel de significancia de 5%. Para comparar os
dados entre o mesmo grupo de animais (CCI vs. SH), foi utilizado o teste de Mann-
Whitney. Para comparar os dados dos diferentes tratamentos, utilizou-se analise de
variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas, com poés-teste de

Newman-Keuls.

13.4 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MOTOR (TESTE DE ROTA-ROD)

Para a avaliacdo da coordenacdo motora e do equilibrio foram utilizados 24
animais, os animais (n = 6 por grupo) foram aleatoriamente divididos em 4 grupos:
NP PG; PG; NP VAZ e agua e foi utilizado um equipamento de Rota-rod (FIGURA
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30). Os mesmos animais foram submetidos ao teste de campo aberto, realizando

primeiramente os testes de campo aberto e em seguida os testes de rota-rod.

Figura 30 - Teste de Rota-rod em execugao

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Todos os animais foram submetidos a treino de dois dias, com trés treinos
por dia, para atingir um nivel de desempenho constante. Durante este periodo, 0s
animais foram treinados para caminhar contra 0 movimento de um tambor rotativo,
com aceleracéo crescente de 5 a 25 rpm (no primeiro dia) e acelerando de 5 a 37
rpm (no segundo dia), durante um tempo maximo de 4 minutos. Apés o treinamento,
foi realizado um dia de teste, com velocidade acelerando de 5 a 37 rpm, durante um
tempo méaximo de 4 minutos (Adaptado de AQUINO JUNIOR, 2019)

Foram realizadas medidas imediatamente antes da administracdo das
substancias (medida basal — MB) e, novas medidas foram realizadas ap6és 1, 2:15,
4, 8, 24 e 48h apos a administracéo das substancias (FIGURA 31).
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Figura 31 - Delineamento experimental do teste de rota-rod
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Legenda: 48 horas antes do dia do teste, 0os animais passaram por 3 ciclos de
treino de 5 minutos cada (barra giratéria com velocidade acelerando de 5 a 25
rpm). 24 horas antes do dia do teste, os animais passaram por 3 ciclos de
treino de 5 minutos cada (barra giratéria com velocidade acelerando de 5 a 37
rpm). No dia do teste, primeiro foi avaliada a coordenagédo motora basal dos
animais (MB), em seguida as substancias foram administradas por via oral e
novas avaliagdes da coordenagdo motora foram realizadas 1, 2:15, 4, 8, 24 e
48 h apoés a administracdo das substancias.

Os resultados obtidos foram comparados por testes estatisticos, utilizando
intervalo de confianca de 95% e nivel de significancia de 5%. Para comparar 0os
diferentes tratamentos, utilizou-se ANOVA de duas vias com medidas repetidas,

com poés-teste de Newman-Keuls.

13.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA EM CAMPO ABERTO
REDONDO

Para a avaliacdo da atividade geral de locomoc¢édo foram utilizados 24
animais, os animais (n = 6 por grupo) foram aleatoriamente divididos em 4 grupos:
NP PG; PG; NP VAZ e AGUA e foi utilizado uma arena circular acrilica transparente
com 60 cm de diametro e 50 cm de altura, sob base de borracha preta (FIGURA
32). Os mesmos animais foram submetidos ao teste de rota-rod, realizando

primeiramente os testes de campo aberto e em seguida os testes de rota-rod.
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Figura 32 - Teste de campo aberto em execucéo

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Imediatamente antes da administracdo das substancias e 1, 2:15, 4 e 8 horas
apos a administracdo das substancias, cada animal foi colocado individualmente no
centro da arena (FIGURA 33) e ao longo de 5 minutos, os comportamentos dos
ratos foram registrados por filmadora digital para posterior andlise. Os animais
tiveram o desempenho avaliado pelos seguintes parametros: frequéncia de
locomocédo (distancia percorrida), tempo de imobilidade e frequéncia dos
movimentos de exploracdo (rearing ou niumero de vezes que o animal se ergue
sobre suas patas traseiras). O equipamento foi limpo com solucdo de alcool 5%
antes de cada teste, evitando influéncias de comportamento decorrentes do cheiro
do animal anterior (de PAIVA et al., 2010; NASSIS et al., 1991; MELLO;
LANGELOH; MELLO, 2007; RIBEIRO et al., 2013; RODRIGUES, 2016; VERONESI
et al., 2017).
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Figura 33 - Delineamento experimental das
avaliagbes comportamentais no
campo aberto
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).
Legenda: Os animais ndo passaram por
treino prévio. No dia do teste, foi feita a
avaliacdo comportamental basal no
campo aberto (MB), em seguida, as
substancias foram administradas por via
oral e apés 1, 2:15, 4 e 8 h apés a
administracdo das substancias os
animais foram submetidos a novas
avaliagbes comportamentais no campo
aberto.

A analise dos parametros distancia percorrida e tempo de imobilidade foi
realizada pelo software EthoVision XT9®, versdo 9.0. O parametro de rearing foi
contabilizado por dois observadores, para validar a observagcédo. Os resultados
obtidos foram comparados por testes estatisticos, utilizando intervalo de confianca
de 95% e nivel de significancia de 5%. Para comparar os dados entre os diferentes
tratamentos, utilizou-se ANOVA de duas vias com medidas repetidas, com pés-teste

de Newman-Keuls.
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13.6 AVALIACAO DO SONO INDUZIDO POR BARBITURICOS

Para a avaliacdo do sono induzido por barbitdrico foram utilizados 48
animais, os animais (n = 12, por grupo) foram aleatoriamente divididos em 4 grupos:
NP PG; PG; NP VAZ e AGUA (controle) e 1h apds a administracéio das substancias,
0s animais receberam tiopental por via intraperitoneal. Foi cronometrado o tempo
entre a perda do reflexo de endireitamento e o tempo até a recuperacgéo do reflexo
(tempo de anestesia) (adaptado de NASSIS et al., 1991; MELLO; LANGELOH,;
MELLO, 2007; RODRIGUES, 2016).

Os resultados obtidos foram comparados por testes estatisticos, utilizando
intervalo de confianca de 95% e nivel de significancia de 5%. Para a comparacéo
dos dados dos diferentes tratamentos utilizou-se ANOVA de 1 via com pés-teste de

Newman-Keuls.
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14 RESULTADOS E DISCUSSOES

14.1 AVALIACAO DO EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA NP PG

Os Graficos 3 e 4 mostram a comparacao do efeito antinociceptivo das
substancias entre 0s grupos com constricdo crénica do nervo ciatico (CCI) e sham
(SH) e entre as substancias e seus veiculos, sendo possivel observar que o
procedimento de falsa-operacdo n&o induziu nocicepc¢ao ou alodinia, uma vez que
nao ha ligaduras colocadas no nervo ciatico, ndo desencadeando entdo a dor
neuropatica, visto que ndo houve diferenca estatistica entre os tempos avaliados
para os animais SH. Quando se compara os animais CCl com os animais SH, foi
possivel observar que os animais CCl apresentaram alodinia mecéanica significativa
(p<0,01) no 14° dia apds a inducdo da dor neuropatica, observada na analise
imediatamente antes da administracao das substancias.

Pelo Grafico 3 também foi possivel observar que quando se compara o grupo
SH-PG (pregabalina sham) com o grupo SH-AGUA, os grupos apresentaram o
mesmo perfil de limiar de retirada da pata, visto que ndo houve diferenca
significativa. No entanto, quando se compara o0s grupos CCI-PG (constricdo cronica
do nervo ciatico e recebeu pregabalina) e CCI-AGUA, foi possivel verificar que o
grupo CCI-PG apresentou efeito antinociceptivo significativo em 1, 2:15, 4 e 8h

(p<0,01; p<0,01; p<0,01 e p<0,05, respectivamente) apds a sua administracao.
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Grafico 3 - Efeito antinociceptivo da PG em solugéo durante 72 h apoés
a sua administracéo
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Legenda: Pregabalina: PG (10 mg/Kg, V.0.); AGUA: veiculo da PG; CCI:
constricdo cronica do nervo ciatico; SH: sham; MB: medida basal; ANTES:
no 14° dia apos a CCI, imediatamente antes da administracdo das
substancias; tempo experimental: 72 h apés a administracdo das
substancias. Aplicou-se o teste de Mann-Whitney para a comparacao entre
0s animais do mesmo grupo, *p<0,05; **p<0,01 comparando o grupo CCl-
PG com o grupo SH-PG; !l p<0,01 comparando o grupo CCI-AGUA com o
grupo SH-AGUA. & p<0,05 e && p<0,01 comparando o grupo CCl- AGUA
com o grupo CCI-PG. Cada ponto representa a média + erro padrao da
média * erro padrao da média (E.P.M.) de 6 animais.

Este resultado corrobora com diversos estudos que demonstraram que a PG
€ capaz de reduzir a alodinia mecéanica em roedores. Além disso, o efeito de até 8
h observado no presente estudo vai de encontro ao observado por Pinedas-Faria et
al. (2017), que também verificou efeito de até 8h apds a administracéo de PG. (BEE;
DICKENSON, 2008; FIELD et al., 1999; NAKAI et al., 2014; PINEDAS-FARIA et al.,
2017).

Pelo Gréfico 4 foi possivel observar que da mesma forma que no Grafico 3,
ao se comparar os grupos SH-NP PG (nanoparticula contendo PG sham) e SH-NP

VAZ (nanoparticula vazia — sem o farmaco — sham), os grupos apresentaram o
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mesmo perfil de limiar de retirada da pata, por ndo haver diferenca significativa. O
interessante foi observado ao se comparar os grupos CCI-NP PG (constricdo
cronica do nervo ciético e recebeu nanoparticula contendo PG) com o grupo CCI-
NP VAZ (constricdo crbnica do nervo ciatico e recebeu nanoparticula sem o
farmaco), ja que s6 houve diferenca significativa nos tempos 4 (p<0,01) e 48h
(p<0,01) apo6s a administracdo das substancias, indicando que a NP VAZ possui
potencial antinociceptivo, que pode ser vantajoso, principalmente pela presenca de
quitosana, jA que este composto apresenta caracteristicas analgésicas, como
reportado por Okamoto et al. (2002). Apesar de administracdo da NP ndo ser
intraperitoneal, como foi realizado pelos autores supracitados, o0 mecanismo
principal envolvido no efeito analgésico da quitosana é a absorcao de ions de
prétons pela ionizacdo do grupo aminico a NHs*. O efeito antinociceptivo foi maior
em 4 e 48h apés a administracdo de NP PG, evidenciando o fato de esta
nanoparticula ter liberado de forma modificada a PG, ocorrendo um sinergismo de
efeito antinociceptivo entre quitosana e PG, favorecendo a administracao de PG por
meio deste nanocarreador. O tipo de efeito sinérgico observado (aditivo ou de

potenciacdo) deve ser confirmado por outros estudos.
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Grafico 4 - Efeito antinociceptivo da hanoparticula de PG durante 72 h apés
a sua administragao
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Legenda: NP: nanopatrticula; NP PG: nanoparticula polimérica contendo PG (10
mg PG/Kg, V.0.); NP VAZ: nanoparticula sem PG (veiculo da NP PG); CCI:
constrigdo cronica do nervo ciatico; SH: sham; MB: medida basal; ANTES: no 14°
dia ap6s a CCI, imediatamente antes da administracdo das substancias; tempo
experimental: 72 h apds a administracdo das substancias. Aplicou-se o teste de
Mann-Whitney para a comparagdo entre os animais do mesmo grupo, *p<0,05;
**p<0,01 comparando o grupo CCI-NP PG com o grupo SH-NP PG; !l p<0,01
comparando o grupo CCI-NP VAZ com o grupo SH-NP VAZ. $3$ p<0,01 quando se
comparou os grupos CCI-NP PG e CCI-NP VAZ. Cada pondo representa a média
+ erro padrdo da média (zE.P.M.) de 6 animais.

Pelo Grafico 5 foi possivel observar que tanto o grupo CCI-PG quanto o grupo
CCI-NP PG apresentaram-se significativamente diferente do grupo CCI-AGUA
respectivamente nos tempos 1, 2:15, 4 e 8 h (p<0,01; p<0,01; p<0,01 e p<0,05,
respectivamente) e 1, 2:15, 4, 8, 24 e 48 h (p<0,05; p< 0,05; p<0,001; p<0,01;
p<0,05 e p<0,05, respectivamente), indicando que ambas as formulacbes
apresentam efeito antinociceptivo e o efeito antinociceptivo € prolongado na NP PG.

Além disso, grupo CCI- NP PG apresentou efeito antinociceptivo
significativamente maior do que os grupos CCI-PG, CCI-NP VAZ e CCI-AGUA no
tempo 48 h (p<0,01) apdés a administracdo das substancias, demonstrando um

efeito antinociceptivo prolongado, resultante da liberagcédo da pregabalina da matriz
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polimérica. Somado a isso, foi possivel observar que quando se comparou 0s
grupos CCI-PG e CCI-NP PG, o perfil antinociceptivo foi semelhante, por ndo haver
diferengas significativas, exceto 48 h apds a administracdo das substancias
(p<0,01), como citado anteriormente, indicando que ocorreu liberacdo prolongada
de PG. Dessa forma, é possivel concluir que a matriz polimérica formada no preparo
da nanoparticula é eficaz para sustentar a liberacdo de PG, possibilitando uma
frequéncia de administracdes menor do que a PG em solucéo. Este perfil inicial
semelhante da NP PG com PG pode ser resultado de a taxa de associacéo ter sido
estimada em aproximadamente 44% (item 6.2.2), indicando a presenca de farmaco
livre no meio.

O grupo CCI-PG s6 apresenta efeito antinociceptivo significativamente maior
do que o do grupo CCI-NP VAZ 1 h (p<0,01) ap6s a administracdo das substancias,
o restante das avaliacdes apresentou perfil antinociceptivo semelhante, ja que nao
houveram diferencas significativas. Esse perfil semelhante entre PG e NP VAZ é
devido a ocorréncia de efeito antinociceptivo da quitosana presente na formulacdo
NP VAZ, como descrito por Okamoto et al. (2002). Este fato da NP VAZ apresentar
efeito antinociceptivo é bastante vantajoso, pois possibilita que o préprio veiculo da
NP PG contribua para a redu¢éo da nocicepcao.

Além disso, foi possivel observar que CCI-PG foi capaz de produzir limiar de
retirada da pata similar ao grupo SH-AGUA nos tempos 1 e 2:15 h apés a
administracdo das substancias, ja o grupo CCI-NP PG foi capaz de produzir limiar
de retirada da pata similar ao grupo SH-AGUA nos tempos 4 e 48 h apés a
administracdo das substancias, mostrando liberacéo prolongada da PG. J& CCI-NP
VAZ néao foi capaz de retornar os limiares de retirada da pata préximos ao do grupo
SH-AGUA em nenhum tempo testado, mostrando que a quitosana apresenta
atividade antinociceptiva, porém nao é forte o suficiente para igualar aos limiares de
retirada da pata dos animais sham.

Com base nestes resultados é possivel inferir que a NP VAZ apresentou
efeito antinociceptivo, devido a presenca de quitosana, no entanto, o efeito
antinociceptivo é pronunciado e prolongado na NP PG, uma vez que nesta
formulacéo ocorre o sinergismo de efeito antinociceptivo da PG e da quitosana.
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Grafico 5 - Comparacéo entre as substancias — animais operados e agua

sham — durante 72 h apds a administragédo
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Legenda: Pregabalina: PG (10 mg/Kg, V.0.); AGUA: veiculo da PG; NP:
nanoparticula; NP PG: nanoparticula polimérica contendo PG (10 mg PG/Kg,
V.0.); NP VAZ: nanoparticula sem PG (veiculo da NP PG); CCI: constricdo crénica
do nervo ciatico, SH: sham; MB: medida basal; ANTES: no 14° dia ap6s a CCl,
imediatamente antes da administracdo das substancias; tempo experimental: 72 h
apo6s a administragéo das substancias. Aplicou-se o teste de ANOVA de duas vias
com medidas repetidas com pos-teste de Newman-Keuls para a comparacao entre
os diferentes grupos, * p<0,05; ** p< 0,01 quando comparado com o grupo CCI-
PG, $ p<0,05, $$ p<0,01, $$$ p<0,001 quando comparado com o grupo CCI-NP
PG. Aplicou-se o teste de ANOVA de duas vias com pos-teste de Bonferroni para
comparar os grupos CCl com o grupo SH-AGUA. ! p<0,05, !! p<0,01 e !l p<0,001.
Cada ponto representa a média + erro padréo da média (+ E.P.M.) de 6 animais.

A NP PG apresentou um efeito antialodinico prolongado (efeito até 48 horas),
guando comparado com a PG (efeito até 8 horas). Este resultado corrobora com o
estudo de Aydogan et al (2015) que diz que microesferas de PG prolongam o tempo
de retirada da cauda dos animais, quando comparado com PG, mostrando que os
sistemas de liberacdo modificada, como microesferas e nanoparticulas sédo eficazes
em prolongar a liberacéo do ativo.

Taksande e Umekar (2018) mostraram que microesfera de PG,
administradas por via intranasal, apresentaram efeito anticonvulsivante maior do

gue a PG administrada por via periférica, sugerindo que formas farmacéuticas de
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liberacdo modificada de PG sdo vantajosas quando comparada com o tratamento
convencional.

Como néo foi observado efeito antinociceptivo apos 72 h da administracdo
das substancias, os resultados estdo sendo representados até este tempo de
avaliacdo. No entanto, vale ressaltar que as avaliacdes foram feitas até 168 horas
apos a administracao (7 dias) e nenhum dos animais que receberam NP VAZ ou NP
PG morreram ou apresentaram sinais visuais de intoxicacao, indicando que nessa
dose e pelo tempo observado, a formulacdo ndo apresenta toxicidade aguda
aparente, mas outros estudos sdo necessarios para comprovar esse efeito de
toxicidade aguda (OECD, 2002).

14.2 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MOTOR (TESTE DE ROTA-ROD)

O teste de rota-rod foi realizado de acordo com o item 13.4, com a finalidade
de validar os resultados dos testes de avaliagdo do efeito antinociceptivo,
verificando se as substancias administradas afetam componentes motores do
animal, por meio da sedacao e/ou relaxamento muscular, segundo Dunham e Miya
(1957). Vale ressaltar que a PG apresenta como um dos principais efeitos colaterais
a sedacao e a sonoléncia, conforme Dworkin et al., 2007. Somado a isso, Boyce et
al. (1999) relatam que os gabapentinoides podem reduzir a coordenagcdo motora
dos animais, mostrando que a avaliagcao da coordenacao motora deve ser realizada.

Pelo Gréfico 6 foi possivel observar que todos os animais foram capazes de
manter o equilibrio na barra giratéria pelo periodo estabelecido e em todos os
tempos testados, demonstrando que a administragdo das substancias nao
ocasionou perda de coordenacdo motora nos animais, ou seja, as substancias
administradas ndo ocasionam déficit neurolégico motor. Além disso, este resultado
permite concluir que o efeito antinociceptivo encontrado pela PG, NP PG e NP VAZ

(item 8.1) foi apenas sensorial e ndo motor.



127

Grafico 6 - Avaliacdo do comportamento motor
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Legenda: Pregabalina: PG (10 mg/Kg, V.0.); AGUA: veiculo da
PG; NP: nanoparticula; NP PG: nanoparticula polimérica
contendo PG (10 mg PG/Kg, V.0.); NP VAZ: nanoparticula sem
PG (veiculo da NP PG); MB: medida basal; tempo experimental:
48 horas. Aplicou-se o teste de ANOVA de duas vias com
medidas repetidas com pos-teste de Newman-Keuls para
comparagdo entre os diferentes grupos. N&do foi observada
nenhuma diferenca significativa. Cada barra representa a média
* erro padrao da média (+ E.P.M.) de 6 animais.

O mesmo perfil de coordenacéo motora da PG foi observado por Pinedas-
Faria et al. (2017) (dose de 30 mg/Kg) e por Khan et al. (2018) (dose de 10 mg/Kg),
demonstrando que a PG nao causa perda de coordenacdo motora nos animais.

Como os animais ndo apresentaram o componente motor afetado ap6s 48 h

da administracdo das substancias, julgou-se que nao seria necessario continuar o

teste apos este periodo.
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14.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA EM CAMPO ABERTO
REDONDO

O teste de campo aberto foi realizado conforme descrito no item 13.5. Foram
avaliados os seguintes parametros: distancia percorrida no campo aberto, tempo de
imobilidade e frequéncia de rearing, com a finalidade de avaliar a resposta da PG
sobre o SNC do animal.

O Grafico 7 mostra a distancia percorrida pelos grupos nos diferentes
tempos. Foi possivel observar que no tempo de 1h, ocorreu aumento significativo
(p<0,05) na distancia percorrida no grupo NP PG quando comparado com o grupo
AGUA. No tempo de 4h, ocorreu aumento significativo (p<0,05) da distancia
percorrida quando se comparou o grupo NP VAZ e o grupo NP PG com o grupo
AGUA. Ja no tempo de 8h, ocorreu diminui¢éo significativa (p<0,05) da distancia
percorrida pelo grupo PG, quando comparado com os grupos AGUA, NP VAZ e NP
PG. No entanto, essa reducéo significativa da distancia percorrida pelo grupo PG,
analisada isoladamente, parece ser um evento indeterminado, que nao possibilita
caracterizar um efeito depressor do SNC, ja que pelo teste de rota-rod (item 14.2)
0s animais ndo apresentaram déficit motor no tempo de 8 horas. Além disso, 0
Gréfico 7 mostra que todos os grupos tiveram o mesmo perfil de reducdo do

comportamento locomotor exploratério horizontal ao longo do tempo.



Grafico 7 - Avaliacdo da distancia percorrida no campo aberto
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Legenda: Pregabalina: PG (10 mg/Kg, V.0.); AGUA: veiculo da PG;
NP: nanoparticula; NP PG: nanoparticula polimérica contendo PG (10
mg PG/Kg, V.0.); NP VAZ: nanoparticula sem PG (veiculo da NP
PG); MB: medida basal; tempo experimental:8 horas. Aplicou-se o
teste de ANOVA de duas vias com medidas repetidas com pds-teste
de Newman-Keuls para comparacdo entre os diferentes grupos. *
p<0,05. Houve diferenca em 1h entre os grupos AGUA e NP PG;
houveram diferencas em 4 h entre os grupos AGUA e NP VAZ e
AGUA e NP PG; houveram diferencas em 8 h entre os grupos AGUA
e PG, NP VAZ e PG e PG e NP PG. Cada barra representa a média
+ erro padrao da média (+ E.P.M.) de 6 animais.
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Pelo Gréafico 8 foi possivel observar que quando diferentes grupos foram
comparados, em diferentes tempos de avaliagcdo, houve diferenca significativa
(p<0,05) com relacao ao tempo de imobilidade, quando se comparou os grupos NP
VAZ e PG no tempo de 8h apds a administracdo. Esse resultado ndo nos permite
inferir nada sobre o efeito depressor da PG. Além disso, o Grafico 8 mostra que
todos os grupos apresentaram o mesmo perfil de aumento do tempo de imobilidade

ao longo do tempo.

Gréfico 8 - Avaliacdo do tempo de imobilidade no campo aberto
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Legenda: Pregabalina: PG (10 mg/Kg, V.0.); AGUA: veiculo da PG; NP:
nanoparticula; NP PG: nanoparticula polimérica contendo PG (10 mg
PG/Kg, V.0.); NP VAZ: nanoparticula sem PG (veiculo da NP PG); MB:
medida basal; tempo experimental:8 horas. Aplicou-se o teste de
ANOVA de duas vias com medidas repetidas com pos-teste de
Newman-Keuls para comparacao entre os diferentes grupos. *p<0,05
guando se comparou os grupos NP VAZ e PG no tempo de 8h. Cada
barra representa a média + erro padrdo da média (+ E.P.M.) de 6
animais.
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Pelo Gréfico 9, foi possivel observar que os diferentes grupos, nos tempos de
avaliacdo, ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) com relacdo ao
rearing, mostrando que todos o0s grupos apresentaram o mesmo perfil de reducéo
do comportamento exploratorio vertical ao longo do tempo.

Grafico 9 - Avaliacdo do movimento vertical (rearing) dos animais no
campo aberto
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Legenda: Pregabalina: PG (10 mg/Kg, V.0.); AGUA: veiculo da PG;
NP: nanoparticula; NP PG: nanoparticula polimérica contendo PG (10
mg PG/Kg, V.0.); NP VAZ: nanoparticula sem PG (veiculo da NP PG);
MB: medida basal; tempo experimental:8 horas. Aplicou-se o teste de
ANOVA de duas vias com medidas repetidas com pOs-teste de
Newman-Keuls para comparacao entre os diferentes grupos. N&o foi
observada nenhuma diferenca significativa. Cada barra representa a
média + erro padrdo da média (+ E.P.M.) de 6 animais.
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Sabe-se que o comportamento locomotor possui relacao direta com o SNC,
uma vez que se a substancia apresentar efeito depressor do SNC, o comportamento
locomotor (horizontal e vertical) estard reduzido e o tempo de imobilidade estara
aumentado. Esse efeito depressor do SNC foi observado por diversos autores, que
testaram os efeitos centrais de extratos de plantas (CORREA et al.,, 2003;
MEDEIROS et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2008; REZVANI et al., 2011). Dessa
forma, foi possivel observar no presente estudo, que os grupos tratados com NP
VAZ, NP PG e PG pouco se diferenciam do grupo AGUA, ao longo do tempo,
mostrando que por este estudo, ndo foi possivel observar um comportamento

depressor do SNC da PG e NP PG nos animais.

Além disso, era esperado que o grupo AGUA e o grupo NP VAZ
apresentassem um perfil constante de exploragdo ao longo do tempo e que esse
perfil demonstrasse uma atividade normal do SNC, ja que essas substancias nao
possuem efeito depressor do SNC. Também era esperado que a PG apresentasse
um comportamento exploratério reduzido apos a sua administracdo, ja que a PG
apresenta efeitos depressores do SNC e que esse comportamento ndo fosse
evidenciado ou fosse reduzido na NP PG, ja que a utilizacdo de nanocarreador
possibilita reducéo de efeitos colaterais. No entanto, nao foi possivel observar esse
efeito depressor da PG, nem na forma de solucédo e nem na forma de nanoparticula,
uma vez que os animais ficaram sob situacédo de estresse durante todo o periodo
de experimentacao, por todos 0s animais serem submetidos a testes consecutivos
de campo aberto e de rota-rod, totalizando 5 repeticdes em cada teste. Pelo mesmo
motivo, ndo foi possivel observar o perfil de atividade do SNC nos grupos AGUA e
NP VAZ.

Essa situacéo de reexposicao aos testes ocorreu para que os principios dos
3R’s (substituigdo, redugcdo e refinamento) na ética de uso de animais fosse
respeitada, ja que para verificar o efeito depressor do SNC mais detalhadamente,
seria melhor a observacdo de um grupo (n=6) para cada substancia, que fosse
testado em apenas 1 tempo de avaliacdo, além de ser testado em um tipo de teste
de cada vez, o que demandaria um total de 120 animais para o teste de campo
aberto e 24 animais para o teste de rota-rod, além do tempo de experimentagéo

prolongado.
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De acordo com Berlyne (1950), os ratos tendem a desempenhar um
comportamento exploratério quando expostos a ambientes ndo familiares,
provocados pela novidade. Para explorar, o animal necessita locomover-se
horizontalmente e verticalmente (erguendo-se sob as patas traseiras), conforme
Birke e Archer (1983). No entanto, quando 0os animais sdo reexpostos ao ambiente,
0 comportamento exploratério tende a diminuir, jA que 0s animais possuem
capacidade de memoria emocional, que consiste na capacidade de modular o seu
comportamento de acordo com experiéncias prévias, segundo Archer (1973) e
Xavier (1993). Estas observacfes estdo presentes neste estudo, ja que ao serem
reexpostos ao teste, os animais apresentaram perfil de reducdo da exploracao
horizontal, representada pela distancia percorrida, apresentaram também perfil de
reducdo da exploracéo vertical, representada pela frequéncia de rearing, além de
apresentarem aumento no perfil de imobilidade, que tem relacdo indireta com a
exploracéo horizontal.

Sendo assim, pelo teste de campo aberto s6 foi possivel observar que os
animais apresentaram um comportamento normal de reducédo de exploragédo do
ambiente a medida que os animais foram reexpostos ao ambiente. No entanto, ndo

foi possivel observar o efeito depressor do SNC da PG que era desejado.

14.4 AVALIACAO DO SONO INDUZIDO POR BARBITURICOS

O teste da avaliagdo do sono induzido por barbitaricos foi realizado como
descrito no item 13.6, para a verificacdo da acdo depressora central da PG em
solucéo e nanoencapsulada, principalmente analisando a sedacgéo e a sonoléncia
como principal efeito colateral deste farmaco.

Pelo Gréafico 10 é possivel observar que os grupos AGUA e NP VAZ
apresentaram o mesmo tempo de sono, por ndo haver diferenca significativa,
mostrando que os componentes da NP VAZ ndo demonstram acao depressora do
SNC, de forma inespecifica. Além disso, foi possivel observar que quando
comparado com o grupo AGUA, os grupos PG e NP PG apresentaram aumento
significativo no tempo de sono (p<0,001 e p<0,01, respectivamente), demonstrando
que ambas substancias possuem acao depressora do SNC, ja que o sono induzido
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por barbiturico foi potencializado em 1,81 e 1,50 vezes, respectivamente. Este dado
€ condizente com o principio do teste, que diz que substancias com acao
depressora do SNC, em geral, reduzem a laténcia e/ou aumentam a duracéo do
sono induzido por um barbitdrico (MEDEIROS et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2008;
RILEY; SPINKS, 1958) e a PG é conhecidamente um depressor do SNC, causando
sonoléncia em pacientes (DWORKIN et al., 2007).

Ainda, foi possivel observar que quando comparado com o grupo NP VAZ,
houve aumento significativo no tempo de sono nos grupos PG e NP PG (p<0,001 e
p<0,01, respectivamente), demonstrando que além de a PG e a NP PG serem
depressoras do SNC, a acéo depressora ocorre somente devido a PG, ja que a NP
VAZ apresenta 0 mesmo tempo de sono que a AGUA, o que se correlaciona com
dados da literatura, que relatam a PG causando sonoléncia como efeito colateral
(DWORKIN et al., 2007).

O achado mais importante deste teste foi a reducédo em 0,83 vezes do tempo
de sono do grupo NP PG quando comparado com o grupo PG (p<0,05), o que
demonstra que quando a PG é veiculada em um nanocarreador, o seu principal
efeito colateral, que é a sonoléncia, € reduzido, corroborando relatos de Arachchige,
Reshetnyak e Andreev (2015), atingindo o objetivo proposto. No entanto, acredita-
se que a reducdo do tempo de sono ndo foi maior no grupo NP PG quando
comparado com o grupo PG, pelo fato de ter farmaco livre na formulacéo, ja que a
taxa de associacdo do farmaco foi de aproximadamente 44% (item 6.2.2).



Grafico 10 - Avaliacdo do tempo de sono induzido por
barbiturico
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Legenda: Pregabalina: PG (10 mg/Kg, V.0.); AGUA: veiculo da
PG; NP: nanoparticula; NP PG: nanoparticula polimérica
contendo PG (10 mg PG/Kg, V.0.); NP VAZ: nanoparticula sem
PG (veiculo da NP PG). Administracéo de tiopental (40 mg/Kg,
I.P.) 1h apds a administracdo das substancias para indugéo do
sono. Aplicou-se o teste de ANOVA de uma via com pds-teste
de Newman-Keuls para a comparacéo dos diferentes grupos, **
p<0,01 e *** p<0,001 quando comparado com o grupo AGUA;
11 p<0,01 e !!! p<0,001 quando comparado com o grupo NP VAZ;
+ p<0,05 quando comparado com o grupo PG. Cada barra
representa a média * erro padrdo da média (x E.P.M.) de 12
animais.
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15 CONCLUSAO PARCIAL

a) A avaliagdo da antinocicepcao mostrou que a NP PG apresentou um perfil
prolongado de acdo, com efeito de até 48 horas apdés a administracdo da
substancia, quando comparado com PG em solucao, que apresentou efeito até
8h apo6s a administracédo da substancia;

b) A NP VAZ também apresentou efeito antinociceptivo, em decorréncia da QS
utilizados na formulacdo, que possui propriedades analgésicas;

c) A avaliacdo da antinocicepcado da NP PG apresentou efeito prolongado, mas
também um efeito sinérgico da PG com a QS utilizadas no nanocarreador, ja
que esse polimero também apresenta acdo analgésica, mostrando que a
quitosana pode ser um bom biopolimero para novas formas farmacéuticas para
o tratamento da dor neuropatica;

d) Nenhuma das substancias ocasionou déficit motor em nenhum dos tempos
testados, analisado pelo teste de rota-rod;

e) Os parametros de distancia percorrida, tempo de imobilidade e rearing
avaliados no campo aberto mostraram que 0s animais apresentaram um perfil
de desinteresse de exploracado frente a reexposicao ao teste, independente da
substancia administrada;

f) Pelo teste de campo aberto, ndo foi possivel observar o efeito depressor do
SNC pela PG ou NP PG;

g) A PG em solucao e a NP PG apresentaram efeito sedativo, quando comparado
com a AGUA e NP VAZ, no entanto, a NP PG apresentou reducéo do tempo de
sono, quando comparada com a PG, indicando que a NP PG reduziu a

intensidade da sonoléncia como efeito colateral.
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16 CONCLUSAO FINAL

No presente estudo, nanoparticulas poliméricas, de origem natural, contendo
PG foram formulados para a administracdo oral, com o intuito de reduzir a
frequéncia de administracdes e reduzir os efeitos colaterais da PG.

Investigacdes fisico-quimicas demonstraram que 0S nanocompositos
apresentaram caracteristicas favoraveis para liberacao sustentada de PG e seriam
uma boa opcao para as avaliacdes in vivo. As caracteristicas farmacocinéticas da
formulacdo in vivo demonstraram que esta € uma formulacdo de circulagcéo
estendida, sendo vantajosa para a obtencéo de um perfil prolongado de agéo. Os
estudos em animais demonstraram que a NP PG prolongou o efeito antialodinico
da PG em solucao, se mostrando eficaz, além de apresentar um perfil vantajoso
com relacdo a reducao da sonoléncia, principal efeito colateral do farmaco.

Sendo assim, a administracdo oral de PG através de nanoparticulas
poliméricas de origem natural, com caracteristicas favoraveis ao tratamento desta
patologia, representa avancos potenciais para administracdo aprimorada de PG
para o tratamento de dor neuropética, podendo favorecer a adeséo ao tratamento e
o bem-estar dos pacientes, quando for estendida para a pratica clinica, jA que
permite uma reducdo na frequéncia da administracdo, com efeitos colaterais
reduzidos, proporcionando um tratamento mais conveniente para 0s pacientes.

Além disso, outro beneficio obtido por este trabalho foi o desenvolvimento e
validacdo de dois métodos analiticos, para a determinacdo de pregabalina em
plasma e em solvente, possibilitando que esses métodos sirvam de guia para que
outros profissionais possam fazer a quantificacdo de pregabalina, ja que nos
compéndios oficiais mais usados (Farmacopeia Americana, Farmacopeia Europeia,
Farmacopeia Brasileira, entre outros) ndo existe uma monografia para pregabalina,
gue é uma substancia considerada como droga de abuso e deve ser quantificada
em alguns casos.

No entanto, uma das limitagbes encontradas no presente estudo esta
relacionada com a estabilidade da formulacdo, uma vez que a formulacdo nao &
estavel em meio aquoso e nédo redispersa apos a liofilizacdo, sendo necessario,
neste estudo, o preparo da formulacao imediatamente antes da sua administracao.
Além disso, a determinagdo da taxa de associacdo de PG a nanoparticula foi
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complicada de ser realizada, pela presenca dos mesmos grupos funcionais na PG
e na QS e a dificuldade de separacéo entre estes dois compostos.

Dessa forma, para que essa formulagcdo seja encaminhada para estudos
clinicos, novos esforgos devem ser realizados com o intuito de obtencéo de uma
formulacédo estavel e que seja de facil administracao para os pacientes. Além disso,
novos estudos precisam ser realizados para a transferéncia dessa tecnologia de
geleificacdo ionotropica por gotejamento para producdo em larga escala, ja que a
técnica utilizada neste trabalho foi bastante manual. Somado a isso, essa
formulacdo desenvolvida precisa ser testada em outros modelos animais que
mimetizem etiologias diferentes de dor neuropatica, e em outros grupos
populacionais de animais, com a finalidade de verificar a ocorréncia de efeito
benéfico em outros tipos de dor neuropética e se esse efeito € modificado com as
modificacdes populacionais, como género, raca, idade. Ainda, testes de toxicidade
da formulacdo devem ser realizados em animais, antes da transferéncia para
estudos clinicos.

Diante do exposto, algumas dificuldades foram enfrentadas para que este
trabalho fosse executado, mas, apesar das dificuldades, foi um trabalho muito
gratificante de ser realizado e que trouxe uma série de aprendizados pessoais, além
do alento de saber que este trabalho podera contribuir para o avanco cientifico e

para a recuperacao da saude dos pacientes acometidos com dor neuropatica.
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APENDICE A — MATERIAIS UTILIZADOS

Equipamentos

e Agitador horizontal de tubos MA.139/CFT/UN,Marconi®, Brasil

e Agitador magnético Multi Stirrer, Velp Scientifica®,Italia

e Agulha de gavagem para ratos, INSIGHT®, Brasil

e Filamentos de von Frey, ANESTHESIO®, Estados Unidos

e Balanca analitica 410, Kern®, Brasil

e Balao volumétrico 1 mL, LABTEC®, Brasil

e Balao volumétrico 10 mL, IONGLASS®, Brasil

e Balao volumétrico 100 mL, Pyrex®, Brasil

e Baldo volumétrico 1000 mL, Pyrex®, Brasil

e Balao volumétrico 2 mL, AC-GLASS®, Brasil

e Baldo volumétrico 25 mL, PER-LAB®, Brasil

e Baldo volumétrico 250 mL, Pyrex®, Brasil

e Balao volumétrico 5 mL, VIDROLABOR®, Brasil

e Baldo volumétrico 50 mL, Pyrex®, Brasil

e Baldo volumétrico 500 mL, Pyrex®, Brasil

e Banho ultrassénico USC-2800a, Unique®, Brasil

e Barra magnética, PHOX®, Brasil

e Béquer 10 mL, DELTEX BRASIL®, Brasil

e Béquer 100 mL, Qualividros®, Brasil

e Béquer 250 mL, Qualividros®, Brasil

e Béquer 50 mL, PHOX®, Brasil

e Bomba de vacuo New Pump, Sparmax®, Brasil

e Calorimetro exploratério diferencial DSC 3500 Sirius, Netzsch®, Alemanha
e Centrifuga de tubos 80-2B CENTRIBIO®, Brasil

e Centrifuga microtubos DTC 16000 DAIKI®, Jap&o

e Coluna cromatografica C18 NST® (150mm x 4,6mm x 05um), Brasil
e Coluna cromatografica BEH HILIC ACQUITY UPLC (2,2mm x 50mm x 1,7um),

Waters®, Estados Unidos
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e Cromatografo liquido de alta eficiéncia com detector UV-Vis LC-20AT Shimadzu®,
Japéao

e Cromatografo liquido de ultra eficiéncia acoplado ao espectrometro de massas
LCMS-8030, Shimadzu®, Japéo

e Difratdbmetro de raios X Ultima IV, Rigaku®, Japéo

e Difusor vertical (célula de Franz), Variomag Telesystem, Komet®, Estados Unidos

e Eletrodo de pH blindado semissdlido e liquido SC06, Sensoglass®, Brasil

e Espectrofotdbmetro de absorcao no infravermelho com transformada de Fourier
IRAffinity-1, Shimadzu®, Japéo

e Fio de nylon agulhado para sutura, Shalon®, Brasil

e Fio de seda agulhado para sutura, Technew®, Brasil

e Freezer (-20°C) F-21 smile, Prosdécimo®, Brasil

e Material cirtrgico (bisturi, tesouras, pingas), Golgram®, Brasil

e Micropipeta de volume variavel 100-1000 pL, Peguepet®, Brasil

e Microscépio eletrdnico de alta resolucdo de emissdo por campo (MEV-FEG),
marca JEOL, modelo JSM-7500F, com software de operacédo PC-SEM v 2,1,0,3,
equipado com detectores de elétrons secundario, retroespalhados e analise
quimica (Energy dispersive spectroscopy - EDS) da marca Thermo Scientific,
modelo Ultra Dry, com software de operagédo NSS 2.3

e Misturador tipo vértex MAXI MIX Il, Thermolyne®, Estados Unidos

e Membrana de didlise SPECTRA/POR 4 MEMBRANE 12-14000Da, Spectrum®,
Estados Unidos, lote: #3203991*

e Mddulo termogravimétrico simultaneo TG/DTA 7300, Extar®, Japéo

e Nanosight NS 300, Malvern Instruments®, Inglaterra

e Parafilm “M” — Laboratory Film— Bemis®, Estados Unidos

e pHmetro mPA-210, MS TECNOPON®, Brasil

e Pipeta graduada 0,2 mL, Vidrolabor®, Brasil

e Pipeta graduada 1 mL, Pyrex®, Brasil

e Pipeta graduada 5 mL, Glasstécnica®, Brasil

e Pipetador de volume ajustavel 20-200 pL, KACIL®, Brasil

e Pipetador de volume ajustavel 2-15 L, KACIL®, Brasil

e Proveta volumétrica 10 mL, Laborglass®, Brasil

e Proveta volumétrica 100 mL, DiogoLab®, Brasil

e Proveta volumétrica 1000 mL, Easy Path®, Brasil
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e Proveta volumétrica 200 mL, DiogoLab®, Brasil

e Proveta volumétrica 25 mL, Laborglass®, Brasil

e Proveta volumétrica 50 mL, PlenaLab®, Brasil

e Proveta volumétrica 500 mL, Qualividros®, Brasil

e Secadora e concentradora de amostras CentriVap Concentrator, LABCONCO®,
Estados Unidos

e Seringa descartavel para insulina 1mL (agulha 13 x 0,45mm), Descarpack®, Brasil

e Silastic Select Silicone 0,50x0,93x0,20 mm, Gold Lab®, Brasil

e Sistema de ultrapurificagdo de agua Milli Q Academic, Millipore®, Estados Unidos

e Ultrafreezer (-80°C) Glacier, Nuaire®, Brasil

e Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments®, Inglaterra

Reagentes

e Acetona PA — A.C.S, Alphatec®, Brasil.

e Acetonitrila HPLC, J.T. Baker®, Estados Unidos.

e Acido acético glacial PA-ACS, Dinamica Quimica Contemporanea Ltda., Brasil.

e Acido cloridrico 37% PA- A.C.S, Alphatec®, Brasil.

e Formiato de aménio para HPLC (299,0%) — Sigma Aldrich®, Estados Unidos.

e Fosfato de sddio dibasico heptahidratado PA-ACS, Vetec®, Brasil.

e Fosfato de s6dio monobasico monohidratado PA, PROQUIMIOS®, Brasil.

e Fosfato de sddio tribasico.12 H20 PA, Vetec®, Brasil.

e Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose, Shin-Etsu Chemical Co. Ltda., Japao.

e Hidroxido de sédio PA-ACS, Sigma-Aldrich®, Estados Unidos.

o Metanol HPLC, J.T. Baker®, Estados Unidos.

e Quitosana de camarao de baixa viscosidade (150kDa), Sigma-Aldrich®, Estados
Unidos.

e Selante de silicone 768, Dow Corning®, Estados Unidos
Medicamentos
e Cloridrato de cetamina 10% injetavel, Linavet, Brasil.

e Heparina sodica injetavel, Blau Farmacéutica S.A., Brasil.

e |soflurano, Cristalia, Brasil.
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e Metformina, USP Reference Standard, Rockville, Estados Unidos.
¢ Pregabalina, Musgo Farmacia de Manipulacéo, Brasil.
e Tiopental sddico, Cristélia, Brasil.

e Xilazina injetavel, Hertape Calier Saude Animal S.A, Brasil.
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APENDICE B - VALIDACAO DO METODO ANALITICO (HPLC-UV) PARA
AVALIACAO DA TAXA DE ASSOCIACAO DA PG A NP E
LIBERACAO IN VITRO

Os ensaios de validacdo foram realizados segundo a RDC 166/2017
(BRASIL, 2017) e foram avaliados os seguintes parametros: seletividade,
linearidade, precisédo e exatidao intra e interdias, efeito residual, determinagéo do
limite inferior de detecgao e quantificacdo. A legislacdo nao determina qual o valor
de variacdo aceitavel, sendo assim, assumiu-se valores de variacdo aceitaveis
definidos pela RDC 27/2012 (BRASIL, 2012).

. Seletividade

A seletividade do método é definida pela capacidade do método identificar
ou quantificar o analito de interesse, de maneira ndo equivocada, na presenca de
componentes que podem estar presentes, como impurezas, diluentes e
componentes da matriz (BRASIL, 2017).

A seletividade foi feita avaliando-se os tempos de retencdo (TR) no analito e
dos possiveis interferentes (quitosana, HPMCP e NP VAZ). A PG apresentou TR
médio de 8 minutos, a quitosana apresentou TR médio de 1,62 minutos, o HPMCP
apresentou TR médio de 1,8 minutos e a NP VAZ apresentou TR médio de 1,61

minutos. Dessa forma, o método se mostrou seletivo.

° Linearidade

A linearidade garante que os parametros correlacionados (massa e area,
nesse caso) tenham uma relagao linear, ou seja, diretamente proporcional (BRASIL,
2017).

A relacdo entre massa e resposta (area do pico) foi definida por meio de uma
curva analitica, representada por uma equacéao de primeiro grau, do tipo y=ax+b, e

se mostrou linear no intervalo de 0,04 - 0,4mg de PG, ja que o valor do coeficiente
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de correlacéo linear foi igual a 0,9993, estando dentro do valor estabelecido como
aceitavel pela legislacdo (BRASIL, 2017) (FIGURA 34).

Figura 34 - Curva analitica da PG em solvente (HPLC-UV)

Area do pico
g

Massa de pregabalina (mg)

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

° Limite inferior de quantificacéo (LIQ)

O limite de quantificacao foi determinado através da aplicacdo do método de
preparo de amostra, desenvolvido de tal forma que o analito fosse quantificado na
menor concentragcdo possivel com coeficiente de variagdo (CV)<20%. Sua

determinacao foi realizada por meio de 6 replicatas (BRASIL, 2012).

O limite de quantificagdo obtido na metodologia desenvolvida foi de 0,04mg de
PG, com coeficiente de variacdo bem inferior a 20% para precisao e exatidao, se

mostrando adequado ao intervalo terapéutico (TABELA 6).
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Tabela 6 - Limite inferior de quantificacdo para a PG

(HPLC - UV)
PG
Precisao
_ 1,44
Intracorrida (CV%)
n=6 Exatidao
—~ oo 4,14
%_9 (Inexatidao%)
()
© .~
. Precisao
e , 0,048
< Intercorrida (CV%)
S n=2 Exatidao
@4 - 2,39
= (Inexatidao%)

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
CV = coeficiente de variagdo [(dp/média)x100]
% Inexatidéo = [(Cobs — Cadicionada)/Cadicionada] X100

° Limite de deteccéo (LD)

O limite de deteccdo é a menor quantidade de analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as
condi¢des experimentais estabelecidas (BRASIL, 2017).

Este parametro pode ser calculado segundo a formula:

3,3x dp branco
LD

- inclinacdo da curva
Onde, dp branco = desvio padréao de 10 amostras de branco.

O limite de deteccéo estimado foi de 2,43926x10-*'mg/mL, sendo o valor
adequado.
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° Efeito residual

O efeito residual (carry over) € o efeito causado por contaminacao
proveniente de analises anteriores as quais podem levar ao aparecimento ou
aumento do sinal do farmaco. O efeito residual foi testado fazendo-se uma injecéo

da amostra branco, duas injectes do limite superior de quantificacdo e em seguida
uma inje¢éo da amostra branco (BRASIL, 2017).

Por este teste foi possivel observar que a PG ndo apresentou carry over

significativo, ja que ndo apresentou pico de PG na amostra do branco (FIGURA 35)

Figura 35 - Carry over PG HPLC-UV

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Legenda: A) Pico de PG em fase modvel, B) Amostra do branco, com
monitoramento da PG.

Precisao e exatidao intra e intercorridas

A preciséo avalia, em idénticas condi¢cdes de ensaio, o grau de repetibilidade
entre os resultados individuais de analises. Este parametro € expresso como

coeficiente de variagédo (CV) ou desvio padrao relativo (DPR) (BRASIL, 2017).
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CV (%) = Desvio padrao x 100

Méedia

A exatidao representa a proximidade dos resultados obtidos pelo método em
estudo em relagéo ao valor nominal. A exatidao foi avaliada por meio do céalculo do

Erro Padrdo Relativo (EPR) conforme férmula abaixo.

Exatidao (%) = (concentracdo média determinada - concentracdo tedrica) x100

Concentracao teorica

A precisao e a exatidao intracorrida foram avaliadas em um mesmo dia (n=6
para cada replicata) e a intercorridas em dois dias diferentes (n=2). Nao se admite
valores acima de 15 % do valor nominal, com excecao do LIQ para o qual o valor
estabelecido € de 20 % (BRASIL, 2012).

Foi determinada a precisao e exatidao intra e intercorridas (TABELA 7) para
os controles de qualidade (baixo (CQB) — 0,1 mg, médio (CQM) — 0,24 mg e alto
(CQA) — 0,36 mg) e para o LIQ (TABELA 6). Os resultados de precisédo e exatidao
estdo de acordo com os valores aceitos pela RDC 27/2012, mostrando que o

método € preciso e exato.



Tabela 7 - Precisao e exatidao intracorridas e intercorridas referente ao
método analitico para quantificacdo de PG por HPLC-UV

CcQB CQM CQA
Intracorrida Precisao 3,49 0,34 0,79
(n=6)
(CV%)
Exatidao 5,79 6,20 8,69
(Inexatidéo %)
Intercorrida Precisao 3,84 2,53 3,25
(n=2) (CV%)
Exatidao 8,60 8,68 10,41

(Inexatidao %)

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
CV% = coeficiente de variacéo [(dp/média)x100]
% Inexatiddo = [(Cobs — Cadicionada)/Cadicionada] X100

168
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APENDICE C - VALIDACAO DO METODO ANALITICO (UPLC-MS/MS) PARA
AVALIACAO DA FARMACOCINETICA

Os ensaios de validacéo foram realizados segundo a RDC 27/2012 (BRASIL,
2012) e foram avaliados os seguintes parametros: linearidade, preciséo e exatidao
intra e interdias, efeito matriz, efeito residual, determinacdo do limite inferior de
deteccdo e quantificacdo, estabilidade de curta duracdo, estabilidade de longa
duracdo, estabilidade apds ciclos de congelamento e estabilidade poés-

processamento.

° Linearidade

A linearidade garante que os parametros correlacionados (concentragéo e
area, nesse caso) tenham uma relacdo linear, ou seja, diretamente proporcional
(BRASIL, 2012).

A relacdo entre concentracdo e resposta (area relativa = area PG/area
metformina) foi definida por meio de uma curva analitica, representada por uma
equacao de primeiro grau, do tipo y=ax+b, e se mostrou linear no intervalo de 0,1-
12,50pg/mL de PG em plasma, ja que o valor do coeficiente de correlacao linear foi
igual a 0,9938, estando dentro do valor estabelecido como aceitavel pela legislacéo
(FIGURA 36).
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Figura 36 - Curva analitica da PG em plasma de
rato (UPLC-MS/MS)
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

° Limite inferior de quantificacéo (LIQ)

O limite de quantificacao foi determinado através da aplicacdo do método de
preparo de amostra, desenvolvido de tal forma que o analito fosse quantificado na
menor concentragdo possivel com coeficiente de variagdo (CV)<20%. Sua
determinacao foi realizada por meio de 6 replicatas (BRASIL, 2012).

O limite de quantificacdo obtido na metodologia desenvolvida foi de 0,1ug/mL
de plasma, com coeficiente de variacdo inferior a 20% para preciséo e exatidao, se

mostrando adequado ao intervalo terapéutico (TABELA 8).



Tabela 8 - Limite inferior de quantificacdo para a PG
(UPLC-MS/MS)

PG
Preciséo
0 2,46
Intracorrida (CV%)
- n=6 Exatidao
= — 11,19
> (Inexatidao%)
=3
—
o .~
= Precisao
4 7,23
— Intercorrida (CV%)
n=3 Exatiddo
12,36

(Inexatid&o%)

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
CV% = coeficiente de variagéo [(dp/média)x100]
% Inexatiddo = [(Cobs — Cadicionada)/Cadicionada] X100

° Limite de deteccéo (LD)
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O limite de deteccdo é a menor quantidade de analito presente em uma

amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as

condi¢des experimentais estabelecidas (BRASIL, 2012).
Este parametro pode ser calculado segundo a férmula:

_ DPa x 3
" inclinacio da curva

LD

Onde, DPa = desvio padréo do intercepto com o eixo do Y da curva analitica.

O limite de deteccéo estimado foi de 1,17ug/mL, sendo o valor adequado ao

intervalo terapéutico.

° Efeito residual

O efeito residual (carry over) € o efeito causado por contaminacéo

proveniente de andlises anteriores as quais podem levar ao aparecimento ou

aumento do sinal do farmaco ou padrédo interno. O efeito residual foi testado
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fazendo-se uma injecdo da amostra branco, trés injecdes do limite superior de
quantificacdo e em seguida uma injecdo da amostra branco (BRASIL, 2012).

Por este teste foi possivel observar que a PG ndo apresentou carry over
significativo (FIGURA 37), ja que ndo apareceu pico de PG na amostra do branco
(FIGURA 37 C)

Figura 37 - Carry over PG UPLC-MS/MS
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Legenda: A) Pico de PG em pool de plasma; B) Pico de metformina (Pl) em pool
de plasma; C) Amostra do branco, com monitoramento de m/z de PG; D) Amostra
do branco, com monitoramento de m/z de metformina

° Efeito matriz

O efeito matriz foi feito utilizando-se oito matrizes bioldgicas distintas, sendo
qguatro normais, duas lipémicas e duas hemolisadas. As matrizes foram
processadas e em seguida adicionou-se solucdo de padréo interno (Pl) e analito
nas mesmas concentragdes de controle de qualidade baixo (CQB= 0,175ug/mL em
plasma) e controle de qualidade alto (CQA= 7,5ug/mL em plasma), com n=4 para
cada controle de qualidade. O célculo do efeito dos componentes sobre o analito foi
realizado de acordo com a formula descrita abaixo. S&o aceitos valores de
coeficiente de variacdo (CV) para o fator de matriz normalizado (FMN) menor que
15% (BRASIL, 2012).
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FMN = Resposta do analito em matriz/resposta do Pl em matriz

Resposta do analito em solucéo/resposta do Pl em solugéo

Foi avaliado o efeito matriz para o controle de qualidade baixo (CQB) e para
o controle de qualidade alto (CQA). Por este teste foi possivel observar que a PG e
nem o Pl ndo sofrem efeito matriz, ja que os coeficientes de variacao (para CQB foi
de 9,36% e para CQA foi de 14,43%) estdo dentro dos limites aceitaveis pela RDC
27/2012.

° Precisdo e exatidao intra e intercorridas

A preciséo avalia, em idénticas condi¢des de ensaio, o grau de repetibilidade
entre os resultados individuais de andlises. Este parametro é expresso como
coeficiente de variagéo (CV) ou desvio padrao relativo (DPR) (BRASIL, 2012).

CV (%) = Desvio padrao x 100
Média

A exatidao representa a proximidade dos resultados obtidos pelo método em
estudo em relagcéo ao valor nominal. A exatidao foi avaliada por meio do calculo do

Erro Padréo Relativo (EPR) conforme formula abaixo.

Exatid&o (%) = (concentracdo média determinada - concentragéo tedrica) x100

Concentracao tedrica

A precisao e a exatiddo intracorrida foram avaliadas em um mesmo dia (n=6
para cada replicata) e a intercorridas em trés dias diferentes (n=3). Nao se admite
valores acima de 15 % do valor nominal, com excec¢ao do LIQ para o qual o valor
estabelecido € de 20 % (BRASIL, 2012).

Foi determinada a precisao e exatidao intra e intercorridas (TABELA 9) para
os controles (baixo (CQB= 0,175ug/mL em plasma), médio (CQM= 2,5ug/mL em
plasma) e alto (CQA= 7,5ug/mL em plasma)) e para o LIQ (LIQ= 0,1pg/mL em
plasma) (TABELA 8). Os resultados de preciséo e exatidao estédo de acordo com o0s

valores aceitos pela RDC 27/2012, mostrando que o método € preciso e exato.
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Tabela 9 - Precisao e exatidao intracorridas e intercorridas referente ao método
analitico para quantificagcdo de PG em plasma de rato por UPLC-MS/MS

cQoB CQM CQA
Preciséo
Intracorrida (CV%) 1,95 14,94 8,12
(n=6) Exatid&o
(Inexatidao %) 5,07 -8,11 -4,73
Preciséo
Intercorrida (CV%) 4,00 13,18 8,33
(n=3) Exatid&o 0.26 709 677

(Inexatid@o %)
Fonte: Elaborado pela autora (2021).
CV% = coeficiente de variacao [(dp/média)x100]
% Inexatidao = [(Cobs — Cadicionada)/Cadicionada] X100

Estabilidade

A estabilidade é o parAmetro que visa determinar se um analito mantém-se
quimicamente inalterado numa dada matriz sob condi¢cdes especificas, em
determinados intervalos de tempo (BRASIL, 2012).

Deve ser avaliada a estabilidade do analito durante o manuseio da amostra,
apos armazenagem de longa duracdo (congelamento) e curta duragdo (a
temperatura ambiente), apGs ciclos de congelamento e descongelamento e nas
condicBes de andlise (BRASIL, 2012).

e Estabilidade de curta duracao

A estabilidade de curta duracao foi determinada em duas concentracoes,
CQOB (0,175pg/mL em plasma) e CQA (7,5ug/mL em plasma), em triplicata. As
amostras foram mantidas a temperatura ambiente (22°C) por 4 horas. Apés este
periodo, as amostras foram processadas e analisadas. Os resultados foram
comparados com aqueles obtidos de amostras recém-preparadas (RP) e analisadas
imediatamente.

As amostras mostraram-se estaveis em ambas as concentracdes, baixa e
alta, com desvios de 0,25% e 8,69%, respectivamente, sendo que variacado de até

15% seria permitida.

Estabilidade pds-processamento
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As amostras avaliadas no teste de estabilidade pds-processamento foram
preparadas e extraidas, ficando acondicionadas em temperatura ambiente (22°C)
por 24 horas. As amostras mostraram-se estaveis, com desvios abaixo de 15%, em
ambas as concentracfes, baixa e alta, com desvios de 13,70% e 12,04%,

respectivamente, sendo que variacao de até 15% era permitida.

° Estabilidade apds ciclos de congelamento

As amostras de plasma foram adicionadas de padréo de PG e de metformina
e foram congeladas a -70°C. Passaram por 3 ciclos de congelamento e
descongelamento, sendo entdo processadas e analisadas. As amostras mostraram-
se estaveis em ambas as concentracdes, baixa e alta, com desvios de 10,99% e
11,24%, respectivamente, sendo que seria permitida a variacdo de até 15%.

° Estabilidade de longa duracao

As amostras de plasma foram adicionadas de padréo de PG e de metformina
e foram congeladas a -70°C. Permaneceram congeladas por um periodo de 1,5 ano,
gue compreendeu o periodo entre a coleta da primeira amostra e a analise da Ultima
amostra. Apdés esse periodo, forma processadas e analisadas. As amostras
mostraram-se estaveis em ambas as concentracdes, baixa e alta, com desvios de

8,50% e 13,01%, respectivamente, sendo que seria permitida a variacdo de 15%.
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ANEXO A — APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

MINISTERIO DA EDUCAGAO

Universidade Federal de Alfenas. Unifal-MG
Rua Gabriel Monteiro da Siva, 700. Alenas/MG. CEP 37130-000
Fone: (35) 3209-1000. Faxc (35) 3299-1083

)
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUAJUNIFAL !.-!!!!!9.!3

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada " Desenvolvimento e avaliagdo de
sistemas nanoencapsulados e mecanismos envolvidos na interagéo
pregabalina-amitriptilina no tratamento de dor neuropatica em animais",
registrada com o n® 57/2016, sob a responsabilidade de Vanessa Bergamin
Boralli Marques, que envolve a produgdo, manutengédo ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n°11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagéo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
ALFENAS em 30/01/2017.

Finalidade ( ) Ensino o ( X ) Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizagéo De 31/01/2017 a 30/07/2020
Espécie/linhagem/raca Rato Wistar / heterogénico

N° de animais 478
Sexo Macho
Origem Biotério Central da UNIFAL

Alfenas, 31 de Janeiro de 2017.

Prbf. Dr. Leonardo Augusto de Almeida
Coordenador - CEUA-UNIFAL



